





Einflub deg Lichtes auf den Alkaloidgehalt yon Lupinus luteus L. 
Von 
Th. Sabalitsehka und (, Jungermann. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. August 1925.) 


In der vorhergehenden Mitteilung ') berichteten wir iiber die Ver- 
anderung des absoluten und prozentualen Alkaloidgehaltes der gelben 
Lupine wahrend der Vegetation, und zwar sowohl des Alkaloidgehaltes 
der ganzen Pflanze wie auch ihrer Teile. Diese Versuche hatten wir 
ausgefiihrt, um der Bedeutung der Alkaloide fiir die Lupine naher zu 
kommen. Zu dem gleichen Zwecke priiften wir den EinfluB des Lichtes 
auf den Alkaloidgehalt der Lupine. 

1. Wir lieBen Lupinensamen in einem stickstofffreien Keimbeet 
im Dunkeln keimen und stellten nach 2 Wochen ihren Alkaloidgehalt 
fest. Das Keimen geschah zur gleichen Zeit wie bei den friiher mit- 
geteilten Versuchen und unter genau den gleichen Bedingungen, so dab 
die dort berichteten Ergebnisse zum Vergleich herangezogen werden 
kénnen. Die verwendeten Samen enthielten 0,1063g Alkaloid in 
100 Stiick oder 0,77 Proz. Nach dem Keimen im Dunkeln fanden wir 
in 100 Keimlingen 0,0784 g Alkaloid, wihrend nach dem Keimen im 
Tageslicht 100 Keimlinge 0,0862 g Alkaloid enthielten. Obwohl wir 
bereits festgestellt haben *), daB die Lupinen beim Keimen in einem 
nicht zu feuchten Keimbeet Alkaloide nicht nach auBen abgeben, unter- 
suchten wir in gleicher Weise wie dort das Keimbeet auf Alkaloid. Wir 
konnten Alkaloid nicht in dem Keimbeet nachweisen. Daher laBt sich 
die Abnahme des Alkaloids nur durch einen Abbau oder Verbrauch 
desselben waihrend der Keimung erkliren. Da diese Abnahme aber im 
Dunkeln starker war, mu8 im Dunkeln entweder noch mehr Alkaloid 
verbraucht oder der neben dem Abbau einhergehende Aufbau nicht 
im gleichen MaBe wie im Tageslicht durchgefiihrt sein. 

Merlis *) stellte durch Bestimmung des Gesamtstickstoffes in 
Lupinenkeimlingen fest, daB die Keimung nicht mit einem Stickstoff- 


') Diese Zeitschr. 168, 445, 1925. 
2) Pharmaz. Zentralh. 66, 474 u.f., 1925. 
%) Landw. Versuchsst. 48, 419, 1897. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 19 
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verlust verbunden ist. Die EiweiSstoffe nehmen zwar stark ab; es 
entstehen daraus hauptsichlich Asparagin, Aminosiuren und andere 
Zerfallsprodukte. Mit dieser Abnahme der EiweiBstoffe geht nach 
unseren Beobachtungen eine Abnahme des Alkaloids einher. 

Die Keimblatter und der junge SproB der etiolierten Keimlinge 
enthielten ebensoviel Alkaloid als bei den im Lichte gekeimten Pflanzen ; 
weniger Alkaloid enthielten das Hypokotyl und die Wurzel. 

Der prozentuale Alkaloidgehalt war hier héher als bei den Samen; 
letztere hatten 0,77 Proz. enthalten; in der Trockensubstanz der Keim- 
linge fanden wir 0,85 Proz. Alkaloid, wihrend die Trockensubstanz der 
im Lichte gekeimten Pflanzen nur 0,6 Proz. Alkaloid enthalten hatte. 
Der prozentuale Alkaloidgehalt war bei den Keimblattern, dem Sprof 
und dem Hypokotyl hier wesentlich héher als bei den im Lichte ge- 
keimten Pflanzen. Dies ist auf die starke Verminderung der Pflanzen- 
substanz beim Keimen im Dunkeln zuriickzufiihren. 

2. Lupinenpflinzchen, die in gleicher Weise wie die zu dieser Unter- 
suchung benutzten Pflanzen im Dunkeln gekeimt hatten, brachten wir 
dann an das Tageslicht, wobei auch weiterhin durch die Versuchs- 
anordnung jede Stickstoffzufuhr ausgeschlossen wurde. Nach 14 Tagen 
entsprach das Aussehen der Pflanzen dem der gleichaltrigen, dauernd 
sich im Tageslicht befindenden. Ein Teil dieser Pflanzen wurde nun- 
mehr untersucht, ein anderer Teil zu dem nachstehenden Versuch 
benutzt. Bei dem 14 tiagigen EinfluB des Lichtes war der Alkaloidgehalt 
der Pflanzen erheblich gestiegen, so daB er jetzt sogar den absoluten 
Alkaloidgehalt der normalen Pflanzen um 30 Proz. iibertraf. Es war 
auch der prozentuale Alkaloidgehalt der Pflanze und ihrer einzelnen 
Teile bei den zuerst im Dunkeln sich befindenden Pflanzen durchweg 
héher als bei normalen Pflanzen, obwohl hier auch die Produktion von 
Pflanzenmaterial etwas starker war als bei normalen Pflanzen. Durch 
Entzug des Lichtes und nachheriges Verbringen in Licht scheint die 
Produktion von Pflanzensubstanz, wie auch die von Alkaloid be- 
giinstigt, ,,gereizt‘‘ worden zu sein. 

Da eine Zufuhr von Stickstoff ausgeschlossen war, mu8 das Alkaloid 
auf Kosten anderer stickstoffhaltiger Substanzen, wahrscheinlich von 
EiweiB entstanden sein. Daf Alkaloid aus dem Stickstoff anderer in 
der Pflanze enthaltenen Substanzen entstehen kann, also ohne Stick- 
stoffzufuhr von auBen, beobachtete schon Kerbosch') am Mohnsamen. 
Er sate die Samen in stickstofffreiem Beet aus und fand nach 3, 6 und 
10 Tagen in den Keimlingen viel mehr Narkotin als in ungekeimten 
Samen. 


1) Kerbosch, Bildung und Verbreitung einiger Alkaloide in Papaver 
somniferum. Dissertation Leiden 1910. 





Einflu8 des Lichtes auf den Alkaloidgehalt von Lupinus luteus L. 28] 


3. Pflanzen, welche ebenso wie die zu vorherstehendem Versuch 
benutzten vorbehandelt waren, also zuerst zwei Wochen im Dunkeln 
gekeimt, dann 2 Wochen im Tageslicht gestanden hatten, wurden 
weitere 2 Wochen ins Dunkle gebracht, nachdem sie vorher aus dem 
stickstofffreien Beete in Gartenerde umgesetzt waren. Durch den 
14 tagigen Entzug des Lichtes wurden die Pflanzen, wie schon auBerlich 
sichtbar war, stark geschidigt, weit mehr, als durch den Lichtentzug 
wihrend der Keimung. Bei dem Lichtentzug ging jetzt die absolute 
Alkaloidmenge sehr zuriick; sie sank von 0,2035g auf 0,1284 g¢ in 100 
Pflanzen. Auch der prozentuale Alkaloidgehalt war nach dem 14tagigen 
Lichtentzug geringer als vorher, nimlich 0,94 gegen 1,2, obwohl gleich- 
zeitig auch ein Verlust an Pflanzensubstanz eingetreten war. Die Ver- 
minderung des Alkaloides war’ somit relativ gréBer als die an Pflanzen- 
substanz. Man kann daraus schlieBen, daB das Alkaloid im Dunkeln 
verbraucht oder abgebaut wurde, und daB der neben dem Abbau even- 
tuell einhergehende Aufbau mit dem Abbau nicht Schritt hielt. Der 
prozentuale Alkaloidgehalt tibertraf aber immer noch den prozentualen 
Alkaloidgehalt normaler gleichaltriger Pflanzen; diese enthielten 
0,71 Proz., hier fanden wir 0,94 Proz. Alkaloid. Dies ist auf den 
erheblichen Verlust an Pflanzensubstanz wahrend des Lichtentzuges 
zuriickzufiihren. 

4. 13 Wochen alte, bisher im Lichte sich befindende, gut entwickelte 
normale Pflanzen wurden eine Woche ins Halbdunkle gebracht. Der 
absolute Alkaloidgehalt war nach 14 Wochen ungefihr derselbe wie 
nach 13 Wochen; nach 13 Wochen enthielten 100 Pflanzen 0,587 g 
Alkaloid, nach 8 tagigem Verweilen im Halbdunkel dann 0,600 g, 
wiihrend die im Tageslicht sich befindenden Pflanzen jetzt 0,800 g Alka- 
loid enthielten. Entweder wird im Halbdunkel Alkaloid nur in geringem 
MaBe gebildet oder die Neubildung von Alkaloid iibertrifft den Verbrauch 
und Abbau nur wenig. Der prozentuale Alkaloidgehalt ist héher als der 
gleichaltriger normaler Pflanzen, da er hier 0,9 gegen 0,82 bei normalen 
Pflanzen betrug. Diese Erhéhung des prozentualen Alkaloidgehaltes 
gegeniiber normalen Pflanzen ist wieder durch die gegentiber normalen 
Pflanzen geringere Gewichtsmenge der Gesamtpflanzensubstanz zu 
erklaren. 

Stets hatte der Entzug des Lichtes eine Erniedrigung des absoluten 
Alkaloidgehaltes gegeniiber normalen, im Tageslicht sich befindenden 
Pflanzen zur Folge. Es sank sogar waihrend des Entzuges von Licht die 
Alkaloidmenge unter die in den Pflanzen vor dem Lichtentzuge vor- 
handene. Dies la8t sich darauf zuriickfiihren, daB der Aufbau von 
Alkaloid bei Lichtentzug tiberhaupt nicht, nur in geringem MaBe oder 
weniger als bei im Lichte sich befindenden Pflanzen stattfindet oder 
daB der Aufbau von Alkaloid bei Lichtenzug mit dem gleichzeitig ver- 
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laufenden Ahbau nicht Schritt halt. Auch A. Miiller') schloB aus seinen 
Ermittlungen des prozentualen Alkaloidgehaltes von Papaver somni- 
ferum wahrend der Vegetation auf einen EinfluB der Belichtung auf 
den Alkaloidgehalt; die von A. Miiller fiir den prozentualen Alkaloid- 
gehalt gefundene Kurve war gleich der Kurve der jeweiligen Licht- 
intensitaét. Deshalb nimmt dieser Forscher an, daB die Menge des Alka- 
loids von der Witterung stark beeinfluBt wird; waihrend Sonnenschein 
die Alkaloidmenge auBerordentlich begiinstige, bewirke triibes Wetter 
einen raschen Abbau des Alkaloids. A. Miiller stiitzt aber diese An- 
nahme nur auf die Ermittlung des jeweiligen prozentualen Alkaloid- 
gehaltes, so daB ihre Berechtigung nicht geniigend erwiesen erscheint. 
DaB diese Annahme dennoch zutreffen diirfte, ergibt sich aus diesen 
von uns gemachten Beobachtungen tiber die Abhangigkeit des ab- 
soluten Alkaloidgehaltes ven der Belichtung. Bei Papaver somniferum 
hat auBer A. Miiller noch Merck”), bei Nicotiana haben A. Stutzer und 
S.Goy*), ferner Ad. Meyer*) einen EinfluB der Beleuchtungsintensitat 
auf den relativen Alkaloidgehalt festgestellt. 

Bei diesen Versuchen verhielt sich der prozentuale Alkaloidgehalt 
keineswegs immer gleich dem absoluten. Der absolute Alkaloidgehalt 
erfuhr nicht immer die gleiche Erniedrigung wie die tibrige Pflanzen- 
substanz, so daB dadurch sogar eine Erhéhung des prozentualen Alkaloid- 
gehaltes gegeniiber normalen Pflanzen bedingt wurde. Daraus ergibt 
sich, wie schon bei unseren friiheren Versuchen, daB die alleinige Beriick - 
sichtigung des prozentualen Alkaloidgehaltes zu Tiauschungen fiihren 
muh. 

Die im Dunkeln gekeimten Pflanzen zeigten bei nachtriglichem 
Verbringen in Tageslicht eine staérkere Produktion sowohl von Alkaloid 
wie auch von Gesamtpflanzensubstanz als normale, sich dauernd im 
Tageslichte befindende Pflanzen. Die Produktion von Alkaloid fand 
ohne Zufuhr von Stickstoff statt; der zur Alkaloidsynthese benétigte 
Stickstoff muBte von anderen stickstoffhaltigen Substanzen in der 
Pflanze herriihren. 


1. Versuch. 


Gleichzeitig mit den unlangst beschriebenen Versuchen zur Ermittlung 
des absoluten und prozentualen Alkaloidgehaltes von Lupinus luteus 
waihrend der Vegetation) wurden auch die fiir diese Versuche bendétigten 


1) Arch. d. Pharm. 252, 289, 1914. 

2) Jahrb. d. Pharm. 38, 65, 1872; ref. Jahresber. d. Pharm., N. F. 7, 
192, 1872. 

3) Diese Zeitschr. 56, 220, 1913. 

*) Landw. Versuchsst. 88, 459, 1891. 

5) Diese Zeitschr. 168, 445, 1925. 
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Samen eingesetzt, damit ein Vergleich der bei den ersteren Untersuchungen 
erhaltenen Zahlen mit den Ergebnissen dieser Versuche méglich war. Von 
denselben Samen brachten wir eine zu den Versuchen geniigende Anzahl 
ohne jede Vorquellung in stickstofffreien, gegliihten reinen Seesand KadAl- 
baum, der mit destilliertem Wasser bis zur Kriimelstruktur gleichmaBig 
benetzt war. Der Sand befand sich in einer Porzellankiivette in einer un- 
gefahr 5cm hohen Schicht. Wahrend des Keimens der Samen wurde alle 
2 Tage mit destilliertem Wasser gegossen, so-da®B der Wassergehalt des 
Sandes ungefahr derselbe blieb. Die mit den Samen beschickte Kiivette 
stellten wir in einem vollkommen dunklen Thermostaten bei 21° auf. Die 
unvermeidlichen Manipulationen, wie GieBen, Beobachtung der Keimzahl 
und des Wachstums nahmen wir nur bei schwachem roten Licht vor. Die 
Aussaat geschah am 18. Marz 1924; am 22. Marz waren 7 Proz., am 
24. Marz 28 Proz., am 26. Marz 45 Proz., am 28. Marz 80 Proz. und am 
2. April 82 Proz. Samen gekeimt. Am 24. Marz hatte der oberirdische Teil 
der Keimlinge eine Lange von | bis 5 cm erreicht. Am 2. April entnal:men 
wir 70 Keimlinge zur Untersuchung. Die Keimlinge waren frei von Chioro- 
phyll, die farblosen Stiele waren 5 bis 10cm lang, die Samenschalen erst 
bei wenigen abgefallen. Das Hypokotyl ist linger als bei normalen 
Helikeimern; die Keimblatter sind fest und kréaftiger als bei normalen 
Keimlingen; dagegen ist die Wurzel gegeniiber normalen Pflanzen in der 
Entwicklung zuriick. Die Pflanzen untersuchten wir gemaéG8 den in 
unserer vorhergehenden Mitteilung gemachten Angaben. Die ver 
wendeten Samen enthielten 0,77 Proz. Alkaloid oder in 100 Samen waren 
0.1063 g Alkaloid. 


Tabelle 1. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 2. April 1924. Alter der Pflanzen 14 Tage. 
Keimung im Dunkeln. 





_ , Trocken- Getundenes Alkaloid Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil Frischgewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 
& & 8 Proz. g 
SproB... 5,1984 0,4020 0,0076 1,9 0,0109 
Stengel . . 16,4186 0,9234 0,0106 115 0.0152 
Keimblatter 25,1972 2.6888 0,0306 1.14 0.0437 
Wurzel .. 16,2282 14172 0,0060 0.42 0.0086 
Schalen . . 2.8028 1.1972 
Ganze Pflanzen 65,85 | 6.5386 0,0548 0.0784 


Bei unserer friiher berichteten Untersuchung der im Lichte ge- 
keimten 14 Tage alten Pflanzen fanden wir im SproB genau dieselbe, 
in den Keimblattern fast dieselbe Alkaloidmenge, so daB im Alkaloid- 
gehalt der normalen und etiolierten Sprosse und Keimblatter 14 Tage 
nach der Aussaat kein Unterschied besteht. Weniger Alkaloid enthielt 
das Hypokotyl! der etiolierten Pflanzen, namlich 0,0152 g gegen 0,219 g 
bei normalen Keimlingen. Das Hypokotyl ist bei den etiolierten Keim- 
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lingen langer als bei normalen; trotzdem lieferten die Hypokotyle hier 
wesentlich weniger Trockensubstanz als bei normalen Keimlingen. 

Es seien die GréBenverhialtnisse normaler und etiolierter Keim- 
linge angegeben. 





Normale Etiolierte 

Keimlinge Keimlinge 
Oberirdischer Teil ....... 4—5 cmlang 7—10 cm lang 
Wurzel .. he S10, ,| 6, , 


SproBteil iiber den Keimblattern |05—l1 , , |05—l1 , , 


In der an sich kleineren Wurzel war auch weniger Alkaloid ent- 
halten als in den Wurzeln normaler Keimlinge. Die Gesamtmenge 
Alkaloid in den ganzen Pflanzen blieb hinter dem Alkaloidgehalt nor- 
maler Keimlinge etwas zuriick; wir fanden ihn bei letzteren gleich 
0,0862, hier gleich 0,0784. 

Wahrend die Samen urspriinglich 0,77 Proz. Alkaloid enthielten, 
fanden wir nunmehr 0,85 Proz. Alkaloid. Es kénnte hier ebenso wie 
bei den friiheren Versuchen bei alleiniger Beriicksichtigung des prozen- 
tualen Alkaloidgehaltes eine Alkaloidzunahme vorgetéuscht werden, 
wihrend tatsaichlich eine Verminderung des absoluten Alkaloidgehaltes 
von 0,1063 g auf 0,0784 g eingetreten war. 

Die Prozentgehalte der einzelnen Teile sind gegeniiber den Prozent- 
gehalten bei normalen Keimlingen héher. 





Normal Etioliert 
a A ! 1.26 Proz. 19 Proz. 
eee Re i 3 
Keimblatter ..... | 030 , '' a 
Es «¢ «6 sce 2 eo 0,42 . 


Zum Teil kann dieser héhere Prozentgehalt auf den geringeren Betrag 
der Trockensubstanz zuriickzufiihren sein. In Wirklichkeit ist ja die ab- 
solute Alkaloidmenge hier geringer als bei den normalen Keimlingen. 


2. Versuch. 


Gleichzeitig mit dem ersten Versuch war eine andere Kiivette in gleicher 
Weise mit Lupinensamen beschickt und in den dunklen Thermostaten 
gestellt worden. Die Keimlinge pflanzten wir am 2. April in Becherglaser, 
welche mit feuchtem, stickstofffreiem, ausgegliihtem Seesand gefiillt 
waren, um und stellten die Bechergliser im Warmhaus im Licht auf. 
Nach 14 Tagen, wahrend welcher Zeit die Pflanzchen alle 2 Tage gegossen 
wurden, entsprachen die Keimlinge im Aussehen den ebenso alten, aber 
dauernd sich im Licht befindenden. Die Héhe betrug 10 bis li cm, die 
Lange der Wurzel gleichfalls 10 bis 15 cm; die ersten Laubblattpaare waren 
gebildet; die Keimblatter sind lederartig, griin. Am 16. April entnahmen 
wir elf Pflanzen zur Untersuchung. 
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Tabelle 11. 
Vegetationszeit 18. Marz bis 16. April 1924. Alter der Pflanzen 4 Wochen. 
Keimung im Dunkeln, dann Aufstellung der Pflanzen im Licht. 





. Trocken- Getundenes Alkaloid Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil Frischgewicht gewicht Alkaloid gehalt in 100 Pflanzen 
& & ® Proz. 8 

Blatter .. 3.4711 0,5452 0.0098 1,80 0,0890 
Stengel .. 6.7694 0,6214 0,0062 1,00 0.0564 
Keimblatter 2,7520 0,2900 0,0054 1,87 0,0490 
Wurzel .. 3,4588 0,4322 0,0010 0,22 0,0091 
Ganze Pflanzen 16,45 1.8888 0.0224 - 0.2035 


Unter dem EinfluB des Lichtes nahm die Alkaloidbildung in den 
vorher 2 Wochen etiolierten Pflanzen derart zu, daB diese nach Ablauf 
weiterer 2 Wochen dann wesentlich mehr Alkaloid enthielten als nor- 
male ebenso alte Pflanzen. . Wir fanden 





Bei diesen Pflanzen Bei normalen Pflanzen 


ee || 0,0890 g Alkaloid 0,0693 g¢ Alkaloid 


Stengel ....... || 005642 jn 0,0457 g i 
Keimblatter . . . . . || 0,0490¢ rs 0,0272 g 
Auch in den Keimbliattern war hier die bei normalen Pflanzen 

beobachtete Reduktion des Alkaloidgehaltes unterblieben. Wahrend 
normale 4 Wochen alte Pflanzen in 100 Stiick 0,15 g Gesamtalkaloid 
enthielten, fanden wir hier in 100 Stiick 0,20 g Gesamtalkaloid: auch 
der Prozentgehalt betrigt hier 1,2 gegen 1,0 bei normalen Pflanzen. 
Der Prozentgehalt betrug 





Bei diesen Bei nornyalen 

Pflanzen Pflanzen 
aS! oe ea 18 1,57 
Stengel .... oe 1,0 1.02 
Keimblatter . .... 1,87 0,93 
i Aaa 0,22 0,29 


Der prozentuale Alkaloidgehalt ist bei den Keimblattern hier besonders 
hoch. 

3. Versuch. 

Zu Versuch 3 benutzten wir Pflanzen, welche von Versuch 2 eriibrigt 
waren; gut entwickelte derartige Pflanzen setzten wir in Tépfe um, und 
zwar jetzt in Erde, und stellten die Tépfe 2 Wochen im dunklen Raume auf. 
Die Pflanzen litten jetzt stark unter dem Lichtmangel; am meisten ver- 
gilbten die Keimblatter, viele Stengel knickten, der Turgor war herabgesetzt. 
Am 29. April entnahmen wir 45 Pflanzen zur Untersuchung. 

Der vollkommene AbschluB von Licht hat Alkaloidabnahme in 
allen Teilen der Pflanze zur Folge, wie man bei einem Vergleich der in 
Tabelle IT und ITI fiir 100 Pflanzen angegebenen Alkaloidmengen sehen 
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Tabelle 111. 
Vegetationszeit 18. Marz bis 29. April 1924. Alter der Pflanzen 42 Tage. 
Keimung im Dunkeln, dann Aufstellung im Licht wahrend 2 Wochen, 
dann wieder Aufstellung im Dunkeln. 





& Trockene  Gefundenes | Alkaloid» | Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil | Frischgewicht gewicht Alkaloid gebalt | in 100 Pflanzen 
| g s 8 Proz. 8 
Blatter . . 7,9960 1,9392 0,0328 1,69 0,0729 
Stengel . . 19,3992 1,7470 0,0152 0.87 0,0338 
Keimblatter 12,5460 10500 | 0.0092 0,87 0,0204 
Wurzel .. 18,1980 1,3050 0,0006 0,05 0,0013 
Ganze Pflanzen 58,14 6.0412 0,0578 — 0.1284 


kann. 100 Pflanzen enthalten nach dem 14tagigen vollkommenen Licht- 
entzuge nur mehr 0,1284 g Alkaloid, wihrend sie vorher 0,2035 g Alka- 
loid enthalten hatten; bei 6 Wochen alten, stets im Lichte sich be- 
findenden Pflanzen hatten wir 0,2256 g Alkaloid gefunden. Neben dem 
absoluten Riickgange an Alkaloid war auch ein Riickgang im Prozent- 
gehalt eingetreten, nimlich von 1,2 auf 0,94. 

Immerhin war der prozentuale Alkaloidgehalt bei diesen Pflanzen 
noch héher als bei normalen 6 Wochen alten; in diesen hatten wir 
0,71 Proz. Alkaloid gefunden. Es ist zu beriicksichtigen, daB durch den 
Lichtentzug die Produktion von Pflanzenmaterial unterbunden war; 
erhielten wir doch hier von 45 Pflanzen nur 6 g Trockengewicht, waihrend 
25 normale ebenso alte Pflanzen 7,9 g Trockengewicht ergeben hatten. 


Der Prozentgehalt betrug: 





Bei diesen Bei normalen 
nzen Pflanzen 
aa 1,69 1,45 
a. s © «. ; 0,87 041 
Keimblatter ..... 0,87 1,19 
So =. = Gnas oe 0,05 0,03 


Auch die Erhéhung des prozentualen Alkaloidgehaltes der Blatter, 
Stengel und Wurzeln ist ebenfalls durch die zuriickgebliebene Produktion 
an Pflanzenmaterial zu erklaren; es ist bemerkenswert, daB in den Keim- 
blittern eine Verminderung des prozentualen Alkaloidgehaltes gegeniiber 
normalen Keimblattern stattfand, daB die Keimblatter sich somit anders 
verhielten als die iibrigen Pflanzenteile. Der absolute Alkaloidgehalt war 
aber in den iibrigen Pflanzenteilen ebenso vermindert gegeniiber normalen 
Pflanzenteilen wie bei den Keimblattern. 


4. Versuch. 


91 Tage alte, bisher unter normalen Verhialtnissen sich befindende, gut 
entwickelte Pflanzen brachten wir eine Woche in ungiinstige Lichtverhalt- 
nisse. Die Pflanzen wurden in einem gegen das Sonnenlicht durch Vorhange 
abgeblendeten Raum im Halbdunkel gehalten. Dabei veranderten sich die 
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Pflanzen im Aussehen nicht wesentlich; sie waren nachher nur etwas 
schwicher als gleichaltrige normale Pflanzen und bildeten im Gegensatz 
zu letzteren keine Hiilsen. Der oberirdische Teil war 30 bis 35 em hoch, 
die Wurzeln hatten eine Lange von 15 bis 20 cm erreicht. Die Laubblatter 
waren frisch. Am 25. Juni entnahmen wir drei Pflanzen zur Untersuchung. 


Tabelle IV. 
Vegetationszeit 18. Marz bis 25. Juni 1924. Alter der Pflanzen 99 Tage. 


Die ersten 13 Wochen befanden sich die Pflanzen unter normalen Verhalt- 
nissen, dann 1 Woche im Halbdunkeln. 





~ Trockens | Gefundenes Alkaloid- Alkaloidgehalt 
Pflanzenteil Frischgewicht gewicht | Alkaloid gebalt in 100 Pflanzen 
8 ry Xx Proz. x 
Blatter und 
Bliiten. . 2,0698 0,7660 0.0088 115 0,2933 
Stengel . . 4.8198 0.8946 0,0062 0,69 0.2067 
Wurzel .. 1.6404 0,3600 0,0030 0.83 0,1000 
Ganze Pflanzen 8.5300 2,0206 0,0180 —_— 0,6000 


Bei unseren friiher mitgeteilten Versuchen fanden wir in 100 nor- 
malen, 91 Tage alten Pflanzen 0,5867 g Alkaloid; nach einer Woche 
enthielten 100 normale Pflanzen 0,8000 g Alkaloid. Bei den eine Woche 
im Halbdunkel stehenden Pflanzen stieg die Alkaloidmenge nur von 
0,5867 g auf 0,6000 g an, also nur sehr wenig. 

Der absolute Alkaloidgehalt von 100 Pflanzen betrug: 





Bei normalen Bei normalen 


Bei diesen ; 
13 Wochen 14 Wochen 
Pflanzen alten Pflanzen § alten Pflanzen 
Bliiten und Blatter . 0,2935 0,3267 0,3400 
Stempel. ww... - § | =OReRT 0.1467 0.2067 
Wurzel | 0, 1000 0,1133 0,1200 


Wahrend im Stengel dieser Pflanzen ebensoviel Alkaloid als im 
Stengel gleichaltriger normaler Pflanzen war, enthielten die Blatter 
und die Wurzel weniger Alkaloid, sogar weniger als die noch eine Woche 
jiingeren normalen Pflanzen. 

Der Prozentgehalt dieser Pflanzen ist aber héher als der gleichaltriger 
normaler Pflanzen; diese enthielten 0,82 Proz., hier fanden wir 0,9 Proz., 
also eine Erhéhung, obwohl der absolute Alkaloidgehalt abgenommen hatte. 

Der Prozentgehalt betrug: 





Bei diesen Bei normalen 

Pflanzen Ptlanzen 
SE ih | oi thine, oi 1,15 1,21 
ok Se gs ie 0,69 0,50 


Wurzel .. ree in 0.83 0,62 











Phosphorsaurebestimmungen in kleinen Substanzmengen. 


Von 
Kurt Samson. 


(Aus der Kinderklinik der Stadtischen Krankenanstalten und 
dem Sauglingsheim in Dortmund.) 


(Eingegangen am 13. August 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Methoden, Phosphorsaure oder auch Phosphor in kleinsten Mengen 
zu bestimmen, sind eine ganze Anzahl vorhanden. Jedoch erwachsen 
bei deren Ausfiihrung im einzelnen allerlei Schwierigkeiten, die es 
erwiinscht erscheinen lassen, eine Methode zu besitzen, die bei einer 
gewissen Einfachheit der Ausfiihrung ohne allzu groBe Kosten auch 
bei kleinen Serummengen mit hinreichender Genauigkeit arbeitet. 


Die bisher bekannten Bestimmungsweisen betreten vier verschiedene 
Wege. Zuniachst einmal ist es versucht worden, die Phosphorséure auf 
gravimetrischem Wege zu bestimmen, und zwar einmal durch Fallung als 
Magnesiumammoniumphosphat [Mg(NH,)P0O,], welches getrocknet und 
gegliiht als Magnesiumpyrophosphat (Mg,P,O,;) zur Wagung gelangt. 
Der Niederschlag betrigt das 3,59fache des P-Gehaltes, eignet sich also 
nicht zur Bestimmung so kleiner Mengen P, wie sie in 1,0 cem Serum etwa 
vorkommen — éinige Hunderstel Milligramm. Andererseits besitzen wir 
jedoch zwei Methoden, den Phosphor in etwa 60- bis 70facher Menge zur 
Wagung zu bringen. Es ist dies erstens die Fallung als Ammoniumphosphor- 
molybdat — (N H,),PO, 12 MoO, 4 HNO, — nach Lorenz (1), eine Methode, 
die eine einfache Trocknungsweise des Niederschlages erlaubt, da nur mit 
einer Genauigkeit bis zu 0,5 mg gewogen zu werden braucht. Zweitens 
kommt die Methode von Embden (2) in Betracht; die Fallung und Wagung 
als Strychninphosphorséiuremolybdanverbindung. Beide Arten der Bestim- 
mung sind jedoch nur dann zulissig, wenn in der zu bestimmenden Substanz 
mindestens 0,5 bis 1,0 mg P vorhanden sind, Mengen, die im Serum nie 
gefunden werden. Embden selbst hat seine Methode, was die Fallung an- 
belangt, der Kleinmannschen nachgebildet (3). Dieser hat nach Veraschung 
der Substanz nach Neumann einen Triibungsniederschlag mit einem 
Strychninmolybdatreagens hergestellt und den Triibungsgrad und damit 
den Phosphorgehalt nephelometrisch festgestellt. Einerseits ist nun ein 
Nephelometer ein sehr kostspieliges Instrument, welches nicht jedem zur 
Verfiigung steht, andererseits ist die Ablesung mit einer Standardreihe von 
Triibungen ziemlich ungenau. Aber auch die nephelometrische Betrachtung 
selbst erfordert ziemliche Ubung. Zuletzt kommt aber als wesentlichster 
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Punkt mit in Betracht, daB der von Kleinmann beschrittene Weg der 
Fraktionierung nach Greenwald mittels Pikrinessigsiure in sdureldslichen 
und lipoiden Phosphor sich als nicht brauchbar herausgestellt hat. Dariiber 
weiter unten mehr. Von den kolorimetrischen Methoden stammt die erste 
von Marriot und Haessler (4). Sie gestattet allein die Bestimmung des 
anorganischen P direkt im Serum. Benutzt wird als Prinzip die Entfirbung 
von Rhodaneisenlésungen durch Phosphorsdure, die parallel dem P-Gehalt 
geht. Ihr haften alle Mangel kolorimetrischer Methoden an. Besonders 
stérend ist die groBe Empfindlichkeit von Rhodaneisenlésungen, die auch 
durch eventuelle kleinste Verunreinigungen ihre Farbe dndern kénnen. 
Andererseits hat bereits Woellstdtter nachgewiesen, daB schon bei kurzem 
Stehen am Licht Rhodaneisenlésungen abblassen. Die zweite kolorimetrische 
Methode, die heute wohl am haufigsten geiibt wird, ist diejenige von Bell 
und Doisy (5). Sie verwertet die Tatsache, da8 Phosphormolybdansaéure 
durch Hydrochinon zu Molybdanblau reduziert wird. Die Methode ist 
einfach und gestattet fiir den klinischen Gebrauch eine hinreichende, wenn 
auch nicht absolute Genauigkeit in der Hand einer mit der Kolorimetrie 
vertrauten Person. Aber auch hier blaBt die Farbe bald ab. D’e Unsicherheit, 
die man kolorimetrischen Methoden gegeniiber immer hat, bleibt bestehen, 
insbesondere ist ein immerhin deutlicher Fehler subjektiver Art vorhanden, 
da verschiedene Personen haufig zu deutlich differierenden Resultaten 
kommen. Auch kommt es ab und zu vor, da8 die Farbténe der zu unter- 
suchenden Lésung und der Standardvergleichslésung nicht absolut iiber- 
einstimmen, so daB auf Helligkeitsgleichheit eingestellt werden mu6: ein 
schon bedeutend schwierigeres Mandéver. 

Als Idealverfahren fiir die Mikrobestimmung von Salzbestand- 
teilen mu8 vorliufig das titrimetrische Verfahren angesehen werden, 
das uns die sichersten Resultate weitgehendst unabhangig von sub- 
jektiven Fehlern gestattet. Der von uns beschrittene Weg, P zu be- 
stimmen, schlieBt sich an ein von Neumann angegebenes Verfahren 
an (6). Die Methode wurde zuerst von Dienes (7) modifiziert angegeben. 
Leider fehlen bei ihm die Angaben iiber die Mengen der Reagenzien 
sowie eine genauere Beschreibung der Methode. Wir haben sie deshalb 
noch einmal griindlich durchgepriift und als brauchbar befunden. Teil- 
weise haben wir sie dabei wesentlich vereinfachen kénnen. Das Ver- 
fahren Neumanns (6) eignet sich fiir solch kleine Mengen, wie sie das 
Serum enthilt, nicht. Dienes’ Modifikation (7), die einen dem 
Neumannschen Titrierverfahren ahnlichen Weg einschlagt, indem der 
gleiche Niederschlag auf etwas anderem Wege, nimlich nach Woy (8) 
gewonnen wird, ist noch etwas umstandlich. Insbesondere gibt selbst 
Dienes an, daB die gefundenen Mengen, wenn niedrigere Phosphorwerte 
vorhanden sind, relativ zu hoch ausfallen. Diese selbe Fehlerquelle 
konnten auch wir feststellen. Es gelang uns jedoch, ihre Ursache in 
der von Dienes verwandten Doppelfaillung zu finden und sie durch 
Versuchsinderung zu umgehen. 


Der Serumphosphor muB in der Hauptsache in zwei Fraktionen 
zur Messung gebracht werden, als anorganischer und als organischer 











290 K. Samson: 


oder lipoider. Urspriinglich wurde diese Trennung, durch Greenwald 
inauguriert, mit Pikrinessigsiure vorgenommen, so daB beim Ver- 
setzen des Serums mit diesem Reagens der sogenannte ,,siurelésliche“ 
Phosphor in Lésung bleibt, der lipoide aber gefaillt wird. Der ,,siure- 
lésliche“‘ Phosphor entspricht jedoch nicht dem anorganischen, sondern 
umfaBt noch andere Phosphorfraktionen. Gerade der anorganische 
Phosphor jedoch ist es, der das Interesse hervorruft. Seine Gewinnung 
und Trennung von den organischen Phosphorbestandteilen des Serums 
gelingt durch die EnteiweiBung mit Trichloressigsaure. 

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Nach EnteiweiBen des 
Serums mit Trichloressigsiure wird durch Zentrifugieren eine klare 
Fliissigkeit gewonnen, die zur Phosphorsiurebestimmung benutzt wird. 
In dieser Fliissigkeit wird mittels Ammoniummolybdat, Salpetersiure und 
Ammoniumnitrat ein Niederschlag erzeugt, der folgende Zusammen- 


setzung hat: ‘ 
(NH,),P0, . 12 MoO, .2 HNO, 


| Neumann (6)}. Dieser Niederschlag kann nach Abzentrifugieren und 
Waschen in Natronlauge gelést werden. Er verbraucht dabei einen 
aiquivalenten Teil der Natronlauge. Die iiberschiissige Natronlauge 
wird durch Salzsiure zuriicktitriert und aus der Differenz zwischen 
zur Lésung verwendeter Natronlauge und zur endgiiltigen Neutrali- 
sation gebrauchter Salzsiure die Phosphormenge errechnet. 

Die Berechnung erfolgt nach folgendem Schema: 
(NH,),PO, . 12 MoO, . 2 HNO, + 26 NaOH = (NH,), PO, + 12 Na,MoO, 

2 NaNO, + 16H,O, 

d. h. 26 Mol. NaOH entsprechen 1 Mol. P oder 26 « 40g NaOH ent- 
sprechen 31g P. ’ 

40 ¢ NaOH sind aber gleich 1000 cem n/1 NaOH, 

also 26000 ccm n/l NaOH = 3l1lg¢g P, 


oder 26 .. n/l NaOH = 3l mg P, 
also 1 , n/lNaOH = */,, = 1,193 mg P. 
oder 10,, n/25 NaOH = 0,0478 mg P. 


Die Ausfiihrung der Bestimmung gestaltet sich im einzelnen wie 
folgt: 1,0ccm Serum bzw. 0,5cem Serum und 0,5ccm Aqua dest. 
werden mit 1,0cem 20proz. Trichloressigsiure tropfenweise unter 
leichtem Schiitteln versetzt und 10 Minuten stehengelassen. Alsdann 
wird der Niederschlag abzentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit 
méglichst vollkommen in ein Zentrifugenglas mit Auszug wie bei der 
de Waardschen Calciumbestimmung gebracht. Hierbei gelingt die 
Uberfiihrung am vollkommensten, wenn man den letzten Tropfen, der 
am Zentrifugenréhrchen hangt, in dem die EiweiBfillung vorge- 
nommen wurde, mittels einer Kapillarpipette iiberfiihrt. Zu dem 
Niederschlag kommt nochmals 1,0 cem von der Trichloressigsiure, und 
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es wird abermals zentrifugiert sowie die tiberstehende Fliissigkeit 
wiederum in das Zentrifugenglas mit Auszug vollkommen iiberfiihrt. 
Die Zentrifugenglaser sind etwa 8 cm lang, 1,5 cm breit und tragen an 
ihrem geschlossenen Ende einen kleinen zylindrischen Raum von 
3mm Lange und 2mm Breite (siehe Abb. 1). 

Der Niederschlag selbst kann in der Weise verarbeitet werden, dab 
er unter Umriihren mit einem kleinen Glasstabchen mittels einzelner 
kleiner Portionen Aqua dest. in einen kleinen Porzellantiegel 
quantitativ tiberfiihrt wird, hier zur Trockne eingedampft und = 
dann durch Gliihen verascht wird. Die Aschelésung wird in 
0,5 cem 10proz. Salpetersiure aufgenommen und mittels einer 
Kapillarpipette in ein Auszugsréhrchen iiberfiihrt ; dann wascht 
man den Tiegel noch dreimal mit je 0,5cem 10proz. Salpeter- 
siure in derselben Weise nach und fiigt auch diese Mengen 
ins Auszugréhrchen zu der ersten Aschelésung. Es darf im 
Porzellantiegel nicht zu stark gegliiht werden. Gelingt die voll- 
standige Vertreibung der Kohle nicht, so lést man die Asche ) 





erst einmal in etwas 5proz. Salpetersiiure auf, laBt wieder ein- 
trocknen und gliiht nochmals. Auf diese Weise gelingt die voll- 
stiindige Veraschung immer. Der Liquor cerebrospinalis kann “°”' 
in derselben Weise verarbeitet werden. Auch alle anderen Aschen 
eignen sich zur weiteren Bestimmung. Sie miissen in 2,0 bis 2,5 cem 
10 proz. Salpetersaure gelést sein. 
Zur EnteiweiBung bzw. zur Veraschung werden also gebraucht: 
I. 20proz. Trichloressigsaure ; 
Il. 10proz. Salpetersiure, hergestellt aus 10,0ccm konzen- 
trierter Salpetersiure und 90,0 ccm Aqua dest. 
Zur eigentlichen Fallung und Bestimmung werden (gebraucht: 
II. 30proz. Ammoniumnitrat ; 
IV. Konzentrierte Salpetersaure ; 
V. 3proz. Ammoniummolybdat ; 
VI. 1 proz. Kaliumnitrat ; 
VII. Absoluter Alkohol ; 
VIII. n/25 Natronlauge und n/25 Salzsiure sowie | proz. alkoho- 
lische Phenolphthaleinlésung. 


Alle Lésungen miissen vor dem Gebrauch filtriert werden. 

Man fiigt zu den Fliissigkeitsmengen in den Auszugréhrchen je 
1,0cem von III, 0,4cem von IV und 1,0 ccm von V der Reihe nach hinzu, 
schiittelt bis zur guten Mischung jeweils um, sobald man eines der 
Reagenzien hinzugefiigt hat. Endlich stellt man die Glaschen fiir 
etwa 2 bis 3 Minuten in ein Becherglischen von 50 ccm mit kochendem 
Wasser, bis ein deutlicher griingelber Niederschlag auftritt. Alsdann 
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14Bt man gut abkiihlen, indem man etwa 1, Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen l4Bt. In jedes Glischen kommt dann 1,0 ccm ab- 
soluter Alkohol. Es hat sich namlich gezeigt, daB der Niederschlag 
haufig teilweise an der Oberfliche der Fliissigkeit haftet und das Ab- 
heben der Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren sehr stért. Durch 
Zusatz des Alkohols und leichtes Schiitteln gelingt es prompt, auch 
die an der Oberflache haftenden Partikelchen der Fallung zum Ab- 
setzen am Boden zu bringen. Es wird nunmehr zentrifugiert, hernach 
die iiberstehende Fliissigkeit mittels einer Pipette, an deren oberen 
Ende ein Gummiballon zum Saugen angebracht ist, abgehoben. Auf 
den Niederschlag spritzt man etwas 1 proz. Kaliumnitratlésung (VI), 
so daB er leicht aufwirbelt, und fillt dann unter Abspiilen der Glas- 
winde mit dieser selben Lésung auf 3 bis 4ccm auf, setzt wiederum 
1,0 Proz. Alkohol hinzu und zentrifugiert. Diese Waschung des Nieder- 
schlags wird noch dreimal wiederholt, bis ein Tropfen der abgehobenen 
Fliissigkeit blaues Lackmuspapier nicht mehr rétet. Zuletzt lést man 
den Niederschlag in genau 10, oder 2,0n/25 Natronlauge, indem man 
ihn mittels einer Kapillarpipette aufblist. Dabei achtet man vor 
allem darauf, da8 alle auch etwa an den Wanden noch haftenden Nieder- 
schlagsreste mit gelést werden. Es wird ein kleiner Tropfen Phenol- 
phthaleinlésung zugesetzt und die Natronlauge bis zum Verschwinden 
der roten Farbe mit n/25 Salzsiure zuriicktitriert. Die Differenz 
zwischen der gebrauchten Natronlauge und der Salzsiure ergibt mit 
0,0478 multipliziert (siehe oben) die Milligramm P in der Probe. 
Die Natronlauge und die Salzsiure miissen natiirlich gegeneinander 
eingestellt sein. Titriert wird mit Bangschen Mikrobiiretten, die in 
1/199 com eingeteilt sind. 

Von unseren mit dieser Methode vorgenommenen Analysen seien 
im Anhang eine Anzahl wiedergegeben. Wir benutzten eine Lésung 
von 0,1584 g Magnesiumammoniumphosphat [(NH,)Mg PO, 6 H,O] in 
100,0 ccm 10proz. Salpetersiure. Sie enthalt in 1,0ccm 0,2 mg P. 
Durch Verdiinnen dieser Lésung 1:1 mit Aqua dest. gewannen wir 
die Versuchslésung fiir Versuche 1 bis 18, 23 und 24, durch Verdiinnen 
1: 4 fiir Versuche 35, 36, 39 und 40. In Versuchen 25 bis 32 benutzten 
wir die urspriingliche Lésung. 

Die Versuche 1 bis 16 zeigen, daB die Bestimmung in reiner Salz- 
lésung mit hinreichender Genauigkeit gelingt. In der Jetzten Rubrik 
ist der Fehler, der entstanden ist, in Kubikzentimetern der urspriinglich 
mit der Pipette abgemessenen Liéisung umgerechnet. Man erkennt 
daraus, daB er immer innerhalb der Fehlergrenze der Fliissigkeits- 
abmessung liegt. In Versuch 17 bis 24 sollte gepriift werden, ob die 
iibrigen im Serum vorkommenden Salze von EinfluB auf die Bestimmung 
sind. Dazu wurde Normosal benutzt, ein Gemisch von Salzen, die in 
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13 


16 


26 
97 
28 
29 
30 
3] 
32 
33 
34 
35 


37 


38 


Art und Menge 


der Losung 


com 


Mge-Am Phosphat 
(10--0,l mg P) 





Normosa 


| Mg-Am-P. — 


| Normosal , 


dasselbe 


Mg 


| (1.0 


{| Mg-Am-P. 
i Trichior. . . .« 
dasselbe 
{Mg-Am-P. .. 
| Trichlor. 
cdiassel be 
a ly 
OO ee 
Mg- Am- 
(1,0 


0.2) 


0.4) 


dasselbe 


th = « mw 6-4 
Serum . 


{ Mg-Am-P. 

| Serum <2 
{Mg-Am-P. ... 
|Serum .. ‘ 


Am- Phosphat 


P.-Lésung 





Ol 
01 
0,2 
03 
O04 
OA 
O38 
O08 
0.1 
0.1 
0.2 
0,2 
O05 
OS 
1,0 
1,0 


Ow 
O05 


10 
10 
0.5 
05 


0,1 
0,1 
0,2 
0,2 
0,1 
1,9 


02 


1,8 


0.5 


05 
O5 


05 
05 
05 


05 


Errechnete 


mg I 


OO! 
0.01 
0,02 
0.03 
0.04 
0,04 
0.08 
0.08 
0.01 
O01 
0.02 
0,02 
0,05 
0.05 
0.10 
. O10 


0.05 
0.05 


0.02 
0.02 
0.04 
0.04 
| 0.02 
0,02 
| 0.04 
0.04 


| Anorg. 


; we 


0.02 
0.02 


) Anorg. 


Verbrauchte 


BO | gD 
3s 3x 
Z 
255 2.34 
2.54 | 2.34 
250 2.08 
256 1.94 
2.50 1,67 
250 1,68 
2,50 0,83 
260 0.95 
2.54 | 2,33 
250 2.28 
2.50 2.08 
2.52 2.09 
2.56 149 
2.50 1.43 
262 0.59 
250 O51 
251 1,51 
266 1.61 
2.50 1.33 
2.51 | 1,33 
2,54 | 1,92 
2.53 | 1.92 
2.50 | 0.89 
2.56 | 0.92 
1.03 0,59 
1,04 | 0.61 
1.08 | 0.24 
1,07 | 0,24 
114 0,71 
1.11 0.69 
1,08 | 0.24 
100 O17 
1.28 | 0.08 
1,28 | 0.09 
1.03 | 0,63 
1,04 | 0.65 
1,02 0,69 
1,21 | 0,90 
1,03 | 0,31 
1.03 0,33 


0.62 
0.83 
0,82 
1.67 
165 
0.21 
0,22 
0,42 
0,43 
1.07 
1.07 
2.03 
1,99 


1.00 
1.05 


117 
118 
0.62 
0.61 
1,61 
1.64 


0.44 
0.43 
0.84 
0.83 
0.43 
042 
0,84 
0.83 


€ 


— to 


1, 
1,19 


0.40 
0.39 


0,33 
0,31 


0,72 


0.70 


Fehler in com 


Ge 
der 
tundene abgemessenen 
mg P ésung 
0.01005 O.0005 
0.00957 — 0.0043 
0,0201 + 0,001 
0.0296 — 0,004 
0.0397 — 0.003 
0.0392 — 0,008 
0.0799 — 0,001 
0.0789 —OO1! 
0.01005 + 0.0005 
0.0105 + 0.005 
0.0201 L O.001 
0.0206 0.006 
0.0512 0.012 
0.0512 + 0.012 
0.0972 — 0.028 
0.0952 — 0,048 


0.0478 — 0.022 
0.0502 + 0,002 
0.0559 
0.0564 
0.0296 


0,0292 Bemerkungen 


_..{ 17+21: 00774 
0,0703) 174.22 - 0.0770 
0,0783| 18+-21 : 0,0798 

18-+-22 : 0,0794 


0,0215 + 0.0075 
0.0210 + 0.005 
0,041 + 0.005 
0,0405 + 0,0025 
0.0210 + 0.005 
0.0205 + 0.0025 
0.041 +. 0.005 
0.0405 + 0,0025 
0.057% = 
0.0569 on 
0.0193 0.015 
0.0187 0.065 
0.0158 — 
0.0148 _ 
Bemerkungen : 
7 354-37 : 0.0351 
003441 35 1 38 : 0.0341 
en 1 e7 . nnesk 
0.0350 364-37 : 0.0345 


364-38 : 0.0335 
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ihrer Zusammensetzung den Serumsalzen entsprechen. Dabei wurde 
auBer reiner Normosallésung gepriift, ob zugegebene Mengen P 
quantitativ wiedergefunden werden kénnen (Versuch 23 und 24). Auch 
hier erwies sich die Methode als durchaus brauchbar. In Versuch 25 
bis 32 wurde der Einflu8B der Trichloressigsiure gepriift. Es fand sich 
keinerlei Beeintrichtigung der Resultate durch diese. Versuch 33/34 
ist eine Doppelbestimmung des anorganischen Phosphors im Serum, 
die eine sehr schéne Ubereinstimmung aufweist. Endlich wurde in 
Versuch 35 bis 40 gepriift, ob es in gleicher Weise wie beim Normosal 
(Versuch 17 bis 24) gelingt, zugesetzte P-Mengen quantitativ nach 
Trichloressigsaurefallung wiederzugewinnen. Auch das gelang. Als 
Fehlergrenze glauben wir héchstens ungefaihr 0,002 bis 0,003 mg an- 
geben zu kénnen, d.h. die Bestimmung wird bei Umrechnung auf 
100 cem Serum etwa um 0,2 bis 0,3 mg-Proz. ungenau. Meist jedoch 
gelingt es, bei Anstellen von Doppelbestimmung viel weitgehendere 
Ubereinstimmung zu erhalten. Im iibrigen ist dies eine Fehlergrenze, 
die wohl kaum mit den kolorimetrischen Methoden erreicht wird, bei 
denen man weit héhere Fehler mit in Kauf nehmen mu. Abgesehen 
davon hat man beim Arbeiten mit titrimetrischen Methoden das Gefiih! 
weit gréBerer Sicherheit, das allein schon durch die bessere Ubersicht- 
lichkeit der einzelnen Manipulationen bedingt wird. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine titrimetrische Mikrophosphorsaurebestimmung an- 
gegeben, die sich an bekannte Makroverfahren anschlieBt und die 
Bestimmung anorganischen Phosphors im Serum und im Liquor cere- 
brospinalis nach EnteiweiBen mit Trichloressigsiure sowie des organi- 
schen Phosphors nach Veraschen des EiweiBniederschlags mit ziemlich 
hoher Genauigkeit erlaubt. Auch andersartige trockene Aschen eignen 
sich nach Auflosen in 10 proz. Salpetersaure fiir diese Bestimmungsweise 
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biochem. Arbeitsmethoden. 2) Embden, H. 118, 1921. 3) Kleinmann, 
diese Zeitschr. 99, 150, 1919. 4) Marriot-Hessler, Journ. of biol. Chem. 
30, 241, 1917. — 5) Bell-Doisy, ebendaselbst 44/50, 1920. — 6) Hoppe- 
Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol. chem. Analyse. 7) Dienes, diese 


Zeitschr. 95, 131, 1911. 8) Woy, Chem.-Ztg. 21, 441 und 465, 1897. 











Uber das Wesen des sogenannten Serumantipepsins. 


Von 


W. Mozotowski und H. Hilarowiez. 


{Aus dem medizinisch-chemischen Institut und der chirurgischen Klinik 
der Universitat Lwéw (Lemberg) |. 


(Eingegangen am 13, August 1925.) 


Die bisher ungeklarte Frage des sogenannten Antipepsins interessiert 
seit langem die Physiologen durch ihre Beziehungen zur Theorie der 
Magenresistenz gegen die Verdauung, und die Chirurgen durch ihren 
Zusammenhang mit der Pathogenese des runden Magengeschwiirs. 


Die umfangreiche und widerspruchsvolle Literatur iiber die Eigenschaft 
des Blitserums, die peptische Verdauung zu hemmen, beginnt im Jahre 1888 mit 
der Arbeit Schnapau/s'); Schnapauf stelite fest, daB dem Blute die Fahigkeit 
der Pepsinzerstérung eigen ist, und hat dieselbe durch die alkalische Reaktion 
des Serums erklirt. Hahn*) stellte fest, daB der 24 stiindige Aufenthalt des 
Pepsins im Blutserum bei 37°C das Ferment der Verdauungsfahigkeit 
beraubt, und glaubte an das Vorhandensein spezifischer Faktoren im Serum, 
da, seiner Meinung nach, die alkalische Reaktion allein dazu nicht hinreichend 
sei. Derselben Meinung sind Camus und Gley*) und Perin*), der die Briot- 
sche *) Erklarung des Phanomens durch den Alkali- und Salzgehalt bekampft. 

Als im Jahre 1901 Danilewski*) das Auffinden einer Substanz in der 
Magenschleimhaut mitteilte, die er Antipepsin nannte und der er den 
Verdauungsschutz des Magens zuschrieb, als ferner Sachs’) (1902) durch 
parenterale Darreichung des Pepsins bei Gansen erhéhte Pepsinhemmung 
durch Serum erreichte, nachdem endlich von Schwarz") im Jahre 1905 in 
inaktivierten Pepsinpriparaten ein Hemmungskérper gefunden wurde, 
zerfiel die Antipepsinfrage in drei Teile, die wir trotz innigen Zusammen- 
hanges zwecks besserer Ubersicht getrennt besprechen wollen. 


1) Dissertation Rostock 1888; Malys Jahresber. d. Tierchem. 19, 199. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1897, 8. 499. 

8) Soc. Biol. 49, 825, 1897. 

*) Ebendaselbst 54, 938, 1902. 

5) Ebendaselbst 54, 140, 1902. 

*) Zitiert nach Hensel, Dissertation Petersburg 1903; Malys Jahresber. 
38. 556. 

7) Fortschr. d. Med. 20, 425, 1902. 

8) Hofmeisters Beitr. 6, 527, 1905. 
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1. Das normale Antipepsin, das im Blutserum, im Magen und in den 
Geweben eines normalen Organismus sich befinden sollte, war Gegenstand 
der Untersuchungen Danilewskis und seiner Schule [Hensel')]; man hat 
das Antipepsin in allen untersuchten Organen nachgewiesen und festgestellt, 
daB es durch Séuren und Basen zerstért wird, jedoch kochbestandig 
ist; es soll in der Magenwand gleichzeitig mit Pepsin in einem spezifischen 
Prozesse entstehen. Weinland*) erhielt das Antipepsin aus ausgepreBten 
Spulwiirmern, wobei bei Gebrauch von sekundirem Natriumphosphat 
besonders wirksame Extrakte entstanden; er fand den Kérper auch in der 
Magen- und Darmwand und weist auf die Méglichkeit dessen Beziehungen 
zum Magengeschwiir hin. Nierenstein und Schiff/*) und Blum und Fuld*) 
erkliren durch den Antipepsingehalt des Magensaftes die Erscheinung, daB 
der verdiinnte Magensaft verhailtnisméBig starkere Verdauungskraft zeigt 
als der unverdiinnte. Zuwnz*) findet einen wechselnden Einflu8 der Nahrung 
auf den Antipepsingehalt des Blutes. Jacoby*) und Herzog’) glauben durch 
Untersuchungen der Parallelitét in der hemmenden Wirkung des Anti- 
pepsins auf Pepsin und Lab die Frage der Identitat beider Fermente lésen 
zu kénnen. Jacoby*) weist darauf hin, daB die Antifermentwirkung durch 
Ansduern ausgeschaltet werden kann; er vergleicht das Antipepsin und die 
Antifermente im allgemeinen mit den Antitoxinen. Jochmann und Kanto- 
rowicz*) nehmen an, da8 im Blutserumn wenigstens zwei verschiedene, sich 
durch Resistens gegen héhere Temperatur unterscheidende Antipepsine 
existieren. 


Oguro*) hat eine Methode fiir die quantitative Antipepsinbestimmung 
im Serum ausgearbeitet, die wir hier in Kiirze beschreiben, weil sie spater 
von den meisten Autoren gebraucht wurde. Oguro gibt zu 0,4 ccm einer 
0,1 proz. Lésung des Pepsins von Griidler in einer Reihe von Reagenzglasern 
steigende Mengen von dem zehnfach mit 0,85proz. Kochsalzlésung ver 
diinnten Blutserum, und zwar von 0,1 bis 1 ccm; jedes Réhrchen wird mit 
0,85 proz. Kochsalzlésung bis zum Volumen 2,4 cem nachgefiillt, eine halbe 
Stunde im Thermostaten bei 37°C gehalten und darauf mit 0,5 cem n/10 
Salzsiure versetzt. Dann wird ein Stiickchen gefairbten Fibrins hinein- 
geworfen und der Verdauungsgrad durch die Zeit bestimmt, in welcher die 
Farbung der Fliissigkeit merkbar zu werden beginnt. In seinen Versuchen 
zeigte Oguro, daB die Hemmungswirkung des Serums ausbleibt, wenn man 
Séure sofort zusetzt; den halbstiindigen Aufenthalt des Pepsin-Serum- 
gemisches vor dem Ansduern hdlt er fiir unentbehrlich, um die hemmende 
Wirkung erscheinen zu lassen. 


Eine mehr praktische Bedeutung gewann die Antipepsinfrage durch 
Wiederaufnahme der Idee Weinlands, der die Bedeutung dieser Substanz 


‘) Dissertation Petersburg 1903; Malys Jahresber. 33, 556. 

*) Zeitschr. f. Biol. 44, 1, 45; 1902. 

8) Arch. f. Verdauungskrankh. 8, 559, 1903. 

*) Zeitschr. f. klin. Med. 58, 505, 1906. 

5) Bull. d. Acad. d. méd. d. Belgique (4) 19, 729, 1905; Malys Jahresber. 
35, 489. 

*) Diese Zeitschr. 1, 67; 2, 144, 247; 4, 21, 472, 1906. 

7) Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 306, 1909. 

8) Miinch. med. Wochenschr. 55, 728, 1908; Zeitschr. f. klin. Med. 66, 153. 

*) Diese Zeitschr. 22, 266, 1909. 
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fiir die Genese des Magengeschwiirs annahm. Katzenstein') wies nach in 
seinen Experimenten, die von Kathe*) bestatigt wurden, daB von ver- 
schiedenen, in das Magenlumen eingenadhten Organen den gréBten Wider- 
stand gegen die Verdauung der Magen selbst und das Duodenum zeigten; 
Experimente mit kiinstlichem Magensaft sollten diese Tatsache bestatigt 
haben; Katzenstein erklirt das durch gréBeren Antipepsingehalt im Magen 
und im Duodenum, als in anderen Organen. Das peptische Magengeschwiir 
solle durch Gleichgewichtsstérung zwischen Antipepsin- und Pepsingehalt 
zugunsten des letzteren verursacht werden. Katzenstein glaubt (zusammen 
mit Fuld), das Magengeschwiir durch Darreichung kiinstlichen Antipepsins 
heilen zu kénnen. Kawamura*) hat die Resistenz der Magenwand gegen 
kiinstlichen Magensaft nicht bestaétigt und nimmt den Gehalt an Anti- 
pepsin in allen Organen an. Fiori*) erklart die Verdauung der ins Magen- 
lumen eingenihten Organe durch Stérungen des Blutkreislaufes und 
AbschluB8 der Antipepsinzufuhr. Ohne die Frage des Antipepsins zu beriihren, 
hat einer von uns [Hilarowicz®)] bei der Kontrolle obiger Experimente 
festgestellt, daB es wirklich Unterschiede beziiglich der Resistenz ver- 
schiedener Organe gegen die Verdauung im Magen gibt, glaubt aber, daB 
dieselben von dem Charakter des Gewebes, der Dicke seiner Wand, von der 
Blutversorgung, vom Orte des Einnaihens bzw. von kiinstlich verainderten 
sekretorischen Verhaitnissen abhangen. 

Es war verlockend, die theoretisch erhoffte Parallelitat zwischen 
Antipepsinmangel im Blute und Disposition zum Magengeschwiir klinisch 
za untersuchen. Lieblein*) hat mit Hilfe der Methode Oguros einmal 
subnormale, ein anderes Mal iibernormale Antipepsinwerte im Blutserum 
Magefulcuskranker gefunden und glaubt, daB dies von der vorhandenen 
Uleusdisposition bzw. von der Reaktion des heilungsfaihigen Organismus 
zeugen kann. Girault und Rubinstein’) haben den Antipepsingehalt im 
Blutserum der Magenkranken untersucht, jedoch keine RegelmaBigkeit 
gefunden; Abbo*) dagegen fand bei Magengeschwiir konstant einen ver- 
minderten Antipepsingehalt im Blutserum. Nach langer Zeit hat diese 
Untersuchungen neuerdings Kohler*) unternommen; er nimmt die Katzen- 
steinsche Antipepsinulcustheorie an, glaubt aber, daB die bisherigen klinischen 
Untersuchungen deshalb gescheitert sind, weil man die Hemmungskraft 
des Serums im Verhialtnis zum kiinstlichen, nicht zum natiirlichen und 
eigenen Magensaft des Kranken untersuchte. Kohler verdiinnt den nach 
Probefriihstiick entnommenen Magensaft im Verhialtnis 1:2, das gleich- 
zeitig entnommene Blutserum im Verhialtnis 1:3 und gibt zu je 2 ccm 
des so verdiinnten Magensaftes das Serum in steigenden Mengen von 0,1 
bis 0,5 ccm, und l4Bt die sechste Probe als Kontrolle ohne Zusatz; das Ge- 
misch wird eine halbe Stunde im Thermostaten gehalten, dann wird ein 
Stiickchen mit ,,Lichtgriingelb“ Griiblers gefiirbten Fibrins hineingeworfen, 
das bei vorhandener Verdauung mehr oder minder schnell und stark die 


1) Berl. klin. Wochenschr. 45, 1149, 1908. 

2) Ebendaselbst 45, 2135, 1908. 

3) Mitt. a. Grenzgeb. 26, 379, 1913. 

*) Zentralbl. f. Chirurg. 1911. 

5) Przeglod chirurgiczny (polnisch) 8, 1924. 

*) Mitt. a. Grenzgeb. 25, 391. 

7) Soc. Biol. 78, 205, 1912. 

8) Chim. Med. Ital. 1914; Malys Jahresber. 44, 26. 
*) Mitt. a. Grenzgeb. 37, 1923. 
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einzelnen Proben farbt. Mit Hilfe dieser Methode, die Kohler als sicherstes 
diagnostisches Mitte] bei Magengeschwiir empfiehlt, hat er fast konstant 
(in 97 Proz. der Falle) eine Erniedrigung der antipeptischen Kraft des Serums 
bei Magengeschwiirkranken festgestellt, was bei anderen Krankheiten nicht 
vorkommen soll. Er glaubt, daB durch die Wirkung des Blutes in der 
Magenwand aus Pepsin das Antipepsin entsteht, und hat das mit folgendem 
Experiment nachweisen wollen: Das Pepsin, im Blutserum gelést, erhéhte 
nach mehrstiindigem Aufenthalt in 37°C die pepsinhemmende Kraft des 
Serums: das Serum habe vom Pepsin das Antipepsin abgespalten. Die 
Arbeit Kohlers hat reges Interesse unter den Chirurgen erweckt. Katzen- 
stein') sieht darin die Bestatigung seiner alten Theorie, Pribram') erklart 
gute Erfolge seiner Proteinotherapie bei Magengeschwiir durch Zunahme 
des Antipepsins im Blute, was auch von Katzenstein') bestatigt wurde. 
Die klinische Kontrollarbeit Orators?) erschiittert aber den Wert der 
Kohlerschen Untersuchungen, und auch die auf der chirurgischen Klinik 
in Lwéw von Gruca und Jurim durchgefiihrten Versuche haben die von ihm 
beschriebene RegelmaBigkeit nicht bestatigt. 

Die Existenz des Antipepsins als eines spezifischen Antifermentes wird 
von vielen Seiten in Abrede gestellt. Die Briotsche Meinung haben wir schon 
oben genannt. Klug*) hat die Schutzwirkung des Magens dem Magenschleim 
zugeschrieben und fand, indem er die Experimente Weinlands nachpriifte, 
daB zerschnittene Spulwiirmer im kiinstlichen Magensaft verdaut werden. 
Hamburger*) erklart die Hemmungswirkung durch eine Ablenkung des 
Pepsins durch die SerumeiweiBkérper, Fermi*) schreibt die Pepsinfestigkeit 
des ,,lebendigen EiweiBes** seiner ,,biochemischen Resistenz‘ zu, nicht 
aber dem Antifermente. Rubinstein®) sieht auf Grund seiner genauen 
Untersuchungen die Ursache der Hemmung in Salzen und Eiwei8kérpern, 
die im Blutserum enthalten sind ; die erhéhte Hemmungswirkung des gekochten 
Serums soll nach ihm von der Zunahme des Salzsdurebindungsvermogens durch 
SerumeiweiB abhdngen. Dezani’), der zuerst das Vorhandensein eines Anti- 
pepsins im Magen annahm und das Calciumphosphat fiir sein Coenzym 
hielt, leugnet in seiner zweiten Arbeit die Spezifitét des Antipepsins und 
erklart die Schwachung der Verdauungskraft eines Gemisches von Pepsin, 
Serum und Salzsfiure mit Bindung der Saéure durch die Serumbasen und 
mit dadurch bedingtem Mangel an nétiger Wasserstoffionenkonzentration °*). 


1) Diskussion in der Berl. Chirurg. Gesellsch. 12, 11, 1925; Zentralbl. 
f. Chirurg. 15, 1925. 

*) Arch. f. klin. Chirurg. 134, 1925. 

%) Arch. intern. de physiol. 5, 297, 1907; Malys Jahresber. 37, 411. 

*) Journ. of exper. Med. 14, 335, 1911; Malys Jahresber. 41, 268. 

5) Arch. di pharmac. sper. 10, 449, 1911; Malys Jahresber. 41, 271. 

®) Ann. de Inst. Pasteur 27, 1074, 1913; Soc. Biol. S81, 511, 1918; 
Malys Jahresber. 48, 726, 1916. 

7) Real. Acad. d. science Torino 1911; Malys Jahresber. 41, 303; 
Arch. d. pharmac. sper. 22, 287, 1916; Malys Jahresber. 48, 725. 

8) Schon nach vollstandigem AbschluB8 dieser Arbeit fanden wir in 
Malys Jahresberichten (Bd. 47) eine ganz kurze Notiz iiber die letzt- 
genannte Arbeit Dezanis. Im Jahre 1916 erschienen, wurde diese 
wertvolle, die Antipepsinfrage in die rechte Bahn bringende Arbeit 
weder in den gréBten speziellen Handbiichern (Oppenheimer-Kuhn, Die 
Fermente 1925, Antipepsine, 8.958 bis 960; Oppenheimers Handb. f. 








Wesen des sogenannten Serumantipepsins. 209 


Linossier') ist der Meinung, daB die Hemmungswirkung durch 
wechselseitige Reaktion zwischen Serumkolloiden und Verdauungsfliissigkeit 
bedingt ist. Stolz*) deutet die Hemmungserscheinungen durch Albumin- 
und Lorber*) durch Bicarbonatgehalt des Serums. 

2. Die Frage der antipeptischen Eigenschaften des normalen Serums 
muB nach Putter*) von der Frage des immunisatorischen Antipepsins 
gesondert werden. Die ersten Untersuchungen in dieser Richtung stammen 
von Sachs*), der bei den mit Pepsin parenteral behandelten Gansen eine 
starke Zunahme der pepsinhemmenden Kraft des Serums nachwies. 
Eisler *) bestatigte seine Experimente und Landsteiner’) wies auf die Méglich- 
keit der Unterscheidung der von verschiedenen Tieren stammenden Pepsine 
auf Grund der erreichten spezifischen Antisera. Spatere Untersuchungen 
haben Cantacuzéne*), Cantacuzéne und Michaiesti*), Slowcow"™), Rubin- 
stein™), Gruca und Jankowska"*) durchgefiihrt; die letztgenannten fanden 
Erhéhung oder Erniedrigung der antipeptischen Kraft im Serum, was von 
der Art der Einspritzungen und dem Untersuchungstermin abhangt. 

3. Als eine besondere Gruppe der Fermentparalysatoren werden die 
sogenannten Zymoide genannt, die derartig verinderte Fermente darstellen 
sollen, welche sich zwar mit dem Substrat verbinden, doch seinen Abbau 
nicht bewirken; Oppenheimer weist auf die Analogie mit sogenannten 
Toxoiden hin. Bearn und Cramer") fanden in bis zu 60° C erhitzten Pepsin- 
praparaten solche Kérper, welche die Pepsinverdauung zu hemmen ver- 
mégen, und hierher kann man auch das friiher von Schwarz'*) gefundene 
Antipepsin einreihen. 


Biochem. 1925, Putter, Antifermente 8, 483 bis 509) noch in der Literatur 
spaterer Jahre beriicksichtigt oder nur genannt. Der Vollstandigkeit wegen 
sei noch die Arbeit von Venice D. Keiser (Mayo Clinic) genannt (Journ. of 
Laboratory and Clin. Med. 10, 787, 1925). Der Verfasser scheint keine der 
Methoden, deren Gebrauch er erwahnt, beherrscht zu haben und behauptet, 
keine der gebraéuchlichen Methoden zur Bestimmung der Pepsinverdauung 
habe sich ihm bewahrt. Refraktometrische Versuche stellt er z. B. so an, 
daB er Serum, Pepsinlésung und Salzséure vermischt und kein Eiwei8 zusetzt, 
..da das untersuchte Serum bereits 6 bis 8 Proz. Eiwei®B enthalt**. Es ist 
kein Wunder, da8 er dann keine Veranderung des Index findet, da bekanntlich 
die peptische Verdauung das Lichtbrechungsvermégen der Eiweiistoffe 
nicht verandert. 

1) Soc. Biol. 81, 422, 1918; Malys Jahresber. 48, 725. 

2) Diese Zeitschr. 141, 483, 1923. 

3) Ebendaselbst 148, 49, 1924. 

*) Oppenheimers Handb. d. Biochem. 8, 1925. 

5) Fortschr. d. Med. 20, 425, 1902. 

*) Wien. Akad. d. Wiss. 114, III. Abt., 114, 1905; Malys Jahresber. 
35, 892. 

’) Zeitschr. f. Bakt. 1, 38, 344, 1905; Malys Jahresber. 35, 933. 

5) Soc. Biol. 66, 51, 1909. 

*) Ebendaselbst 66, 53, 1909. 

%) Russkij Wracz 1910; Malys Jahresber. 40, 158. 

4) Soc. Biol. 72, 365, 1912. 

2) Przeglad Chirurgiczny (polnisch) 8, 1924. 

18) Biochem. Journ. 2, 174, 1907; Malys Jahresber. 37, 369. 

4) Hofmeisters Beitr. 6, 529, 1905. 
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Das Ziel unserer Arbeit war, die auch in den jiingsten Zeiten sich 
auspragenden Unklarheiten und Widerspriiche beziiglich der Pepsin- 
hemmung durch Serum zu lésen und festzustellen, ob es wirklich einen 
Kérper enthalt, der den Namen ,,Antipepsin’ verdient und der zur 
Theorie des Magenschutzes bzw. zur Pathogenese des peptischen Magen- 
geschwiirs herangezogen werden kénnte. Nach einer bequemen und 
genauen Bestimmungsmethode der peptischen Verdauung suchend, 
haben wir die refraktometrische Methode von Schorer- Reiss!) gewahlt. 
Sie beruht darauf, daB fein zerriebenes Fibrin wahrend der Verdauung 
in Lésung geht und die Brechungskraft der Fliissigkeit erhéht; beim 
Ablesen des refraktometrischea Index vor dem Beginn der Ver- 
dauung und nach einer bestimmten Zeit erhalten wir eine in den 
Strichen der Refraktometerskala ausgedriickte Differenz, die dem 
Quantum des verdauten Fibrins entspricht. Die Exaktheit dieser 
Methode erwies sich ganz befriedigend, seitdem wir, dem Rate des 
Herrn Prof. Parnas folgend, Fibrinkérnchen von konstanter GréBe 
anwandten, und zwar solche, die durch ein Sieb von etwa 500 Offnungen 
im Quadratzentimeter passierten, im Sieb von etwa 1000 Offnungen 
im Quadratzentimeter verblieben. Die Verdauungsproben waren mit 
jedesmal frisch zubereiteter 0,2 proz. wasseriger Lésung von ,,Pepsinum 
absolutum“ Merck und mit Kahlbaums ,,Fibrin aus Blut“ angestellt. 
Die Refraktometerwerte wurden direkt beim Eintauchen des Prismas 
in die Glaischen bestimmt. Die Fehlergrenze der Methode sollte der 
folgende Versuch feststellen. 





Versuch 1. 
Wageglaschennummer: I il Il IV 
Pepsin .... .ccm l l l 1 
8 s 8 s 8 


Index wurde bei 17,5°C bestimmt, je 0,1 g Fibrin zugesetat und 
1 Stunde bei 37° C digeriert ; dabei wurden die Gliaschen nach 2, 10 und 
40 Minuten nach Fibrinzusatz geschiittelt. Dann wurde der refrakto- 
metrische Index wiederum bei 17,5°C bestimmt. 





Wageglaschennummer: I il il IV 
Vor der Verdauung....... 16,25 16,4 16,2 16,25 
Nach der Verdauung ...... 19.8 20.0 19.9 19.9 
OS arr ee ee 355 | 36 | 3,7 3,65 


Die Differenzen der abgelesenen Indexausschlige betragen hier nicht 
mehr als 0,15 eines Teilstriches. 


1) Reiss, Die refraktometrische Pepsinbestimmung im Mageninhalt. 
Schweiz. med. Wochenschr. 1923, Nr. 13. 
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Das Verhaltnis der Refraktometerindexzunahme zum verdauten 
Fibrinquantum bestimmt der Versuch 2. 





Versuch 2. 
Wageglaschennummer : I Il Il 
Pepsin .... .ccem 2.5 25 25 
Ape 25 25 25 
ee ae 6s 4s 5.0 5.0 5.0 


Alles wie im Versuch 1 durchgefiibrt. Verdauung bei 37°C zwei 
Stunden lang. 





Vor der Verdauung ..... 16,1 16,1 16,1 
Nach der Verdauung ... . 20,2 20,1 20,2 
RR Eto tg 4,1 4,1 4,1 


Dieselben Flissigkeiten nach 48stiindiger vollistandiger Verdauung 
zeigten folgenden 

Refraktometerindex ... . . 20.5 20,4 20,4 

Pu ae vs ate 5 a a Se 44 4.3 43 


Der Verdauung von 0,1 g Fibrin entspricht ein Indexausschlag 
4,3 Teilstriche in 10 ccm des gesamten Volumens der Fliissigkeit. 


In einer Arbeit, welche sich mit den die peptische Verdauung 
hemmenden Faktoren beschaftigt, muBten wir die Wasserstoffionen- 
konzentration beriicksichtigen. Nach Sérensen') ist die Wirkung der 
H -Konzentration auf die Tatigkeit der Fermente zweierlei Art: 


1. Die Fermente sind amphotere Elektrolyte, die entweder als 
Anionen bzw. Kationen oder als undissoziierte Molekiile wirksam sind ; 
von der H-Konzentration hingt aber ihr Dissoziationsgrad und 
-charakter ab, und damit erklirt sich, daB die Fermente nur in be- 
stimmten, ziemlich engen {H |-Grenzen wirksam sind und ein bestimmtes 
Wirkungsoptimum besitzen! 

2. Die Bestandigkeit der Fermentlésungen hingt von der H’- 
Konzentration ab. Bei Untersuchungen der Einwirkung einer so stark 
moderierten Fliissigkeit wie des Blutserums auf die peptische Ver- 
dauung darf man keines der beiden Momente vergessen. Das Optimum 
der Pepsinwirkung auf Fibrin fanden wir im Versuch 3 zwischen 
Pu = 1,2 und 1,8, und zwar bei einstiindiger Verdauungsdauer. 


1) Diese Zeitschr. 21, 1909; Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 











302 W. Mozotowski u. H. Hilarowicz: 





Versuch 3. 
Wageglaschennummer : I Il im IV Vv VI soVIt|s Vit) IX x XI 
n/l HCl ....cem 10 - — —|— — | | ~ , 
i ov a - | 10 - —_|;— | - - — | — >| —_ 
EE 6 Se. a — 1 9 8 7 6 5 4 3 2 
Glykokoll*) .. , — —|1 2 3 4 5 6 7 8 
ASS l 1 G8 ioe l ] ] l ] 
. 1,0) 1,1 | 1,2) 1,4) 1,6| 1,9 | 22/26 29 


Pu ‘ie sa Oe oe oe 
*) Sérensens Puffer: 7,505g Glykokoll und 5,85 g Natriumchlorid im Liter. 


Py wurde mittels Indikatoren von Clark und Lubs') bestimmt und 


mit der Chinhydronelektrode kontrolliert. 
Sonst wird alles wie im Versuch 1 und 2 durchgefiihrt. 





I II Ml IV; V | VI Viti Vii} Xx X | XI 


Vor der Verdauung 
Nach einstiindiger Ver- | 
dauung . | 36,2 21,1 20.3 20.0 20,6'20.7 20,7 20.8 20.2 20,2/20.4 
Differenz .......|| 02) 24 36*) 3.0) 3.4) 3.2) 29) 26 1,75) 03) 04 
*) In diesem Falle, wie in den zwei ersten Proben befindet sich Salzsdure in ungepufferter 
Lésung, dadurch py;-Anderung wahrend der Verdauung. (Vgl. Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12. 884.) 


36,0 18,7 16,7 17,0 17,2|17,5,17,8 18,2 18,45 19,9/20.0 


Ferner wurde die Salzsiurewirkung auf Fibrin bei Abwesenheit 


von Pepsin bestimmt. 
Zusammensetzung der Proben wie oben, nur ohne Pepsin. 





I Ul il Vil X 


Vor dem Aufenthalt im Thermostaten 38,2 19.0 17.0 18.0 19.2 
Nach einer Stunde im Thermostaten . 38,4 19.3 17,1 18.0 | 19.5 


Differenz . 02! 03 O01 00! OB 


Nachdem wir das Wirkungsoptimum dieses Pepsins zwischen py = 1,2 
und py = 1,8 gefunden haben, war es uns méglich, in spiteren Ver- 
suchen als Indikator das Thymolblau zu verwenden, das bei py = 1,7 


bis 1,8 seine gelbe Farbe ins rote umschligt. 
Die Dauerhaftigkeit des Pepsins in H -Konzentrationen, die kleiner 
sind als die optimalen, bestimmten wir im Versuch 4. 








Versuch 4. 

Wageglasch : I Il ll IV V VI séVIT Vi, IX xX 
gy ee 9,7 9,35 8,25 7,75 7,25 69 66 63, 5,15) 3,85 
Citronensfiure*) .. . 0.3 0,65 1,75 2,25) 2,75 3,1 3.4 3,7) 4,85) 6,15 
0,85proz. NaCl ... . 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0400 400/400 40,0 


ae ote 80 76 70 68 | 66 64 62 60 50 40 
*) Puffer nach Mac Ilvaine, nach Clark, Determination of the Hydrogenionconcentration 
1923. S. 116. 


1) Clark, Determination of H-Ionkonzentration 1923. 


Pu 
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Es wurden Proben von 1 ccm Pepsinlésung und je 4 ccm Fliissigkeit 
von einzelnen Kolben mit Thymolblau als Indikator titriert, und dabei 
wurde verbraucht (bis zum py = 1,7): 





I | Il IV Vv VI vil Vill IX x 


2.1 2.1 19 18 16 1.6 1.6 15 1.35 lL2cem n5 HCl 


In zehn Wageglaschen wurden je 2 ccm Pepsinlésung und je 8 ccm 
Fliissigkeiten von den Kolben gegeben ; die Mischung wurde im Thermo- 
staten bei 37°C 11, Stunde gehalten, n/5 HCl 





Wageglaschennummer I Il I IV Vv VI vil vill sx X 
in der Menge voncem 42 42 38 36 32 32 32:30 27 24 


zugesetzt; dann wurde der Index abgelesen, je 0,1 g Fibrin zugefiigt 
und 75 Minuten im Thermostaten verdaut. 





I Il il IV v VI Vil Vill XI X 


Vor der Verdauung . 18,9 188 188 189 188 186 18,7 18,7 18,7 18, 
Nach der Verdauung 19.0 19.0 189 19.0'19.0 19,1 203 208 210 210 


 : «os «% 0.1; 02] 01) O01; O02 05) 16) 21 23! 23 

Es war nun festzustellen, wie groB waren die Irrtiimer, die bei den 
friiheren Antipepsinuntersuchungen durch die Nichtberiicksichtigung 
der beiden Faktoren, d.i. 1. [H ]-Wirkungsoptimum des Pepsins und 
2. ihrer Zerstérung in Fliissigkeiten vom py > 6 verursacht wurden. 
In dieser Absicht wiederholten wir das Experiment nach der Vorschrift 
Oguros mit normalem Menschenserum, wobei py einzelner Proben vor 
dem Ansauern und nach Salzséurezusatz bestimmt wurden. 

Versuch 5. 

Serum des normalen Menschen: 1 ccm mit 9 cem 0,85proz. NaCl verdiinnt. 





Wageglaschennummer : I i il IV Vv 
0,85 proz. NaCl . .ccem 6 5.85 5.7 54 48 
eee 0 0.15 0.3 0.6 12 
ea ae 1,2 12 1,2 1,2 1,2 
Pu ee ee ee 47 6.0 6.2 6.5 6.6 
Nach 30 Minuten im Thermostaten bei 37°C wurde zu jeder Probe 

zugesetzt : 

H,O oe NE ee 10 10 10 10 1.0 
Ce 44 « a: a «cele 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 
ek ; 18 19 2.0 2,3 2,6 


Dann wurde alles wie in vorigen Experimenten ausgefiihrt und 1 Stunde 
jm Thermostaten bei 37°C gehalten. 


Vor der Verdauung 17,6 17.8 17.8 18.0 18.0 


a || 
Nach der Verdauung .|| 206 20.0 19.6 18.3 18,3 
ne ere CP. gn 3.0 22 18 03 03 
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Schon nach Zugabe von 0,1 cem des zehnfach verdiinnten Serums 
auf 2,4 ccm des Gesamtvolumens betrigt das p, der Mischung 6,2, um 
nach 0,4 ccm Serum bis 6,6 zu steigen; nach dem Ansauern verschob 
sich py auf 1,9 bis 2,6, wahrend die Kontrollprobe einen dem 
Optimum nahen Wert 1,8 zeigte. Es war daraus zu ersehen, daB das 
Ogurosche Experiment das vom py abhaingende Wirkungsoptimum 
des Pepsins nicht beriicksichtigt, und daB der von Oguro zur Demon- 
stration der antipeptischen Wirkung als unentbehrlich angesehene 
halbstiindige Aufenthalt des Pepsins bei py > 6 seine Verdauungs- 
kraft zerstéi:t; beide Fehlerquellen machen sich schon bei geringstem 
Serumzusatz geltend. Die mit den so untersuchten Mischungen an- 
gestellten Verdauungsproben zeigten eine dem Serumzusatz und dem 
damit wachsenden py entsprechende Zunahme der hemmenden Kraft. 

Hangt aber die Hemmungswirkung des Serums von keinem anderen 
Faktor ab als nur von dessen Fiahigkeit, das p, der Mischung zu andern, 
so miiBte sich die Erscheinung mit Puffern vom entsprechenden py 
ohne Serumanwendung genau nachahmen lassen. Diese Vermutung 
wird durch den Versuch 6 bestitigt. 


Versuch 6. 





Wageglaschennummer: Il Ill IV Vv 
Mac Ilvaines*) Puffer (pq in 
Klammern angegeben) .. . . | 6,0(6,0) | 6,0(6,2) | 6,0(64) | 6,0(6,6) 
Pepem .... , | 1,2 1,2 1,2 12 


*) Mac Iivaines Puffer, tinfmal mit Wasser verdiinnt. 


30 Minuten im Thermostaten bei 37° C. 


OS ere ee ee ee 0,0 0,1 0,37 0,55 

panes 5 S68 ae Swe nee eR 1.75 1,65 1,38 12 

” Aer a a eee er ee 19 20 23 26 
Alles wie in Versuch 5. 

Vor der Verdauun~g....... 16,5 16.6 16.4 16,2 

Nach der Verdauung ...... 18.9 18.6 168 16.5 

Ee ee ee er 2,4 2,0 0,4 0,3 


Die Verdauungsproben zeigen Indexausschlage, die den Ausschlagen 
von Versuch 5 fast vollstandig entsprechen. 

Wenn aber die wie im Versuch 5 mit Serum zubereiteten 
Lésungen vor dem Thermostatenaufenthalt bis zu py = 5,2 (Indikator 
Methylrot), aus dem Thermostaten herausgenommen aber bis zum 
Optimum angesiuert wurden, zeigte sich die Verdauungskraft in allen 
Proben gleich, unabhangig von dem zugesetzten Serumquantum. 
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Versuch 7. 
Wageglaschennummer : I Il il IV 
SRS wis see 0 «OOM 4 4 4 4 
> 20 19 17 16 
Pe Gg we <p se ee 0 l 3 4 
ae ee ee a 4,7 6.0 6.5 6.6 


les 

Es wurden je 7 ccm in Wiigeglaschen mit Bezeichnung I bis IV 
und 1 bis 4 von entsprechenden Kolben entnommen. Zu den Glaschen 
1 bis 4 wurden je 2 Tropfen n/5 HCl zugefiigt. Alle Glaser kamen auf 
1, Stunde in den Thermostaten (37°C), dann wurden zu den Glis- 
chev I bis 1V je 0,75 cem n/5 HCl und zu den Glaschen 





1 2 3 4 
OE a 0.75 08 22 2.6 


zugegeben. Dann wurden alle Proben nach der Zufiigung von 0,1 g 
Fibrin auf 1 Stunde in den Brutschrank (37°C) gestellt. 








1 2 3 a 
Vor der Verdauung....... | 18,5 18,7 18,95 19.0 
Nach der Verdauung ...... =) 219 22.0 22.1 22:3 
DR le wiles fe ee £48 3.4 3.3 3,15 3.3 

I Il tT IV 

| 

vor der Verdauung ....... 18,5 18.5 18.9 19.0 
nach der Verdauung ...... 22.0 21,7 19,2 19,3 ‘ 
I oo Oe) a bk ke i, a 3,5 3,2 03 03 


Der Versuch 8 beweist, daB auch ein viel gréBeres Serumquantum 
keine Hemmungswirkung entfaltet, wenn nur die Pepsinzerstérung 
im Thermostaten ausbleibt und beim Verdauen Salzsiure bis zur Er- 
reichung der optimalen H -Konzentration der Probe zugesetzt wird. 
Sogar 5 ccm sechsfach verdiinnten Menschenserums auf 7 ccm Gesamt- 
volumen bewirkte keine Hemmung. 





Veruch 8. 
Wageglaschennummer : I Il Ill IV V 
0,85proz. NaCl ......... .com| 45 0,6 05 0,4 03 
ENS oe is tes aed ga 0 04 0.5 0.6 0.7 


EN a ee: BO See 

Serum (normales Menschenserum sechs- 
fach mit 0,85 proz. NaCl verd.) .cem| 0 5 5 5 5 

eee 2 Se SS Bo a atata’s & 1 1 l l 
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Nach Indexablesung und Fibrinzugabe (0,1 g), einstiindiger Aufent- 
halt im Thermostaten bei 37° C. 





Wageglaschennummer: I Il il IV \ 
18,0 241) 244 2485) 249 
22,0 28,6 | 284 | 286 28.7 


40! 45 40 375 38 


Vor der Verdauung....... .cem 
Nach der Verdauung a 


EI re eT ee ee 

Nachdem wir uns tiberzeugt hatten, daB sich im Serum kein anderer 
die peptische Verdauung hemmender Faktor nachweisen laBt, als nur 
die Fahigkeit des Serums, die H-Konzentration der Pepsinsalzsiure- 
lésungen zu aindern, war weiter ein Beweis zu erbringen, daB starkere 
Hemmungswirkung des Serums einer stairkeren Fahigkeit der Saure- 
bindung entspricht. Die Blutsera verschiedener gesunden und kranken 
Individuen mit Salzsiure (Thymolblau als Indikator) titriert, ver- 
brauchen verschiedene Siuremengen ; jene Sera, die mehr verbrauchten, 
zeigten starkere Hemmungswirkung; als Beispiel dient 

Versuch 9. 

Serum A des gesunden Menschen: 1 cem Serum + 9ccm 0,85 proz. 
NaCl; Serum B (nach Magenresektion): 1 ccm Serum + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl; Serum C (Magencarcinom) Ileem Serum + 9cem 0,85 proz. 
NaCl. Je 5ccm der verdiinnten Sera wurden mit n/10 HC! (Thymol- 
blau als Indikator) titriert; dabei wurde verbraucht: 

A 0,9, B 0,8, C 0,7 cem n/10 HCL 





la 2a 3a 4a 5a 
«5 8 » 6 1,2 1,2 12 1.2 12 
0,85proz. NaCl .. , 6.0 5.7 5.1 4.5 3.9 
EE, aes’ ala oe 0 0.3 09 15 2.1 


lb bis 5b wie oben, aber mit Serum B. 

2c bis 5c wie oben, aber mit Serum C. 

Nach % Stunde bei 37° wurde je 1,5ccm n/10 HCl zugesetzt, 
Index abgelesen, Fibrin (0,1 g) zugesetzt und nach | Stunde Verdauung 
wieder der Index abgelesen. 








la 2a 3a 4a 5a 
Vor der Verdauung . . 18,2 18,2 18,5 18,8 19,0 
Nach der Verdauung. 20.3 203 | 19.3 19.0 19.1 
Differenz 2.1 21 08 | 0.2 0.1 

1b 2b 3b 4b 5b 
Vor der Verdauung .. 18,2 18,3 18,5 | 187 , 188 
Nach der Verdauung. 20.4 20.4 19.8 19.0 19.0 
Differenz ae} 2.1 : 0,3 0.2 
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2c 3c 4c 5c 
Vor der Verdauung....... 18,1] 18,4 18,6 18,7 
Nach der Verdauung 20,4 20,0 19.0 19.0 
2.3 1.6 04 03 


Differenz 


DaB auch die Verdauungstatigkeit einen Einflu8 auf die hemmenden 
Eigenschaften des Serums ausiibt, ergibt sich aus Versuch 10, welcher 
mit niichternen und wahrend der Verdauung (3 und 4,5 Stunden nach 
dem Essen) entnommenen Sera angestellt wurde; die Unterschiede 
lassen sich durch Salzsiuresekretion im Magen |Hubbard und Mun- 
ford')| und EiweiBzunahme im Blute wihrend der Verdauung er- 
klaren. 

Versuch 10. 

Normales Menschenserum: A. niichtern 1 cem + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl; B. 3 Stunden nach dem Mittagessen 1 ccm + 9 cem 0,85 proz. 
NaCl; C. 4,5 Stunden nach dem Mittagessen 1 cem + 9 ccm 0,85 proz. 
NaCl. 

Py des Harns betrug: Niichtern 5,0; 3 Stunden nach dem Essen 
5,4; 4,5 Stunden nach dem Essen 6,0. 





la 2a Ja 4a 
0,85 proz. Na( 1 .ecem 6.0 5.7 54 5.1 
Serum A a % 0 03 6.6 09 
SUE sid 6 witne «ote ene 1,0 10 10 1.0 


2b bis 4b wie oben, aber mit Serum B. 
2c bis 4c wie oben, aber mit Serum C 


Halbstiindiger Aufenthalt im Thermostaten bei Index- 


37° C, 








ablesung, Fibrinzusatz (0,1 g), einstiindige Verdauung bei 37°C 
neuerliche Indexablesung. 

la + 3a ta 
Vor der Verdauung . 18,0 18.05 18,1 18.4 
Nach der Verdauung 20,7 20.6 18.6 19.0 
Differenz 2,7 2.55 05 0.6 

2b 3b 4b 
Vor der Verdauung . 18,2 18.3 18.45 
Nach der Verdauung 20,2 18.6 18.85 
Differenz 20 03 0.4 
1) Arch. of intern. Med. 85, 576, 1925 
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2¢ 3c 4c 
Vor der Verdauung ....... 18,1 18,2 18,4 
Nach der Verdauung ...... 19.7 18.5 18.7 
ee 1.6 03 03 


Die oben beschriebenen Versuche beweisen eindeutig, daB im 
normalen Serum kein die peptische Wirkung hemmender Kérper 
nachweisbar ist, wenn man nur die Wasserstoffionenkonzentration 
als einen die Pepsinwirkung wesentlich beeinflussenden Faktor in 
Betracht zieht. Dem Blutserum ist, dank seinem Gehalt an Bicarbonaten, 
Phosphaten und EiweiBkérpern, die Faihigkeit eigen, seine Wasserstoff- 
ionenkonzentration konstant zu erhalten, und eine derartig stark ge- 
pufferte Lésung darf man nicht der physiologischen Kochsalzlésung 
gleich setzen, ohne grobe Fehler zu begehen. Das p, des Blutes. unter- 
liegt zwar im lebendigen Organismus keinen bedeutenderen Schwan- 
kungen, doch seine durch Titrierung feststellbare Fahigkeit, in vitro 
Saure zu binden, variiert stark, was von physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen abhiangt. 

Wenn wir die Resultate und Schliisse der bisherigen Antipepsin- 
forschungen betrachten, so lassen sich zwei Richtungen unterscheiden : 
Die einen Autoren nehmen ein spezifisches, durch Selbstimmunisierung 
im Blute entstehendes Antiferment an, andere leugnen die Spezifitat 
des Antipepsins und erklaren die Hemmungswirkung durch den Gehalt 
des Serums an Salzen und Eiweifkérpern, ohne naher in den Mecha- 
nismus ihrer Wirkung einzugehen'). Die Annahme eines spezifischen 
Antifermentes hat zu einer Theorie des Magengeschwiirs sowie Diagnose- 
und Heilungsversuchen dieser Krankheit gefiihrt. Die UnregelmaBigkeit 
der Resultate Liebleins u.a. kann man leicht durch die bekanntlich 
groBen Schwankungen der HCl-Sekretion und motorischen Stérungen 
bei Magengeschwiir erkliren, ohne an eine kiinstliche Theorie von 
Antifermentmangel oder Selbstheilung zu greifen. Die HCl-Sekretion 
im Magen bewirkt eine Schwankung des Saéurebindungsvermégens des 
Serums, besonders wenn infolge von mctorischen Stérungen die aus- 
geschiedene Salzsiure nicht mehr im Darme resorbiert wird; die 
Zustiinde der sogenannten Alkalose nach kiinstlichem Pylorusverschlu8 
und Fille von sogenannter gastrischer Tetanie bei Magenkranken 
kénnen damit im Zusammenhang sein. DaB wir bei der Hemmung der 
Pepsinverdauung durch Serum nicht mit einem spezifischen, von der 
Magenfunktion abhingigen Antiferment zu tun haben, scheint auch 
unser Experiment zu beweisen, in dem das Serum eines total gastrek- 


1) Mit Ausnahme Dezanes (s. oben). 
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tomierten Hundes mehrere Monate nach der Operation entnommen, 
gleiche Hemmungskraft zeigte, wie bei normalem Tiere. Was die 
Resultate Kohlers anbelangt, der im Jahre 1923 bei der Fermentunter- 
suchung die Wasserstoffionenkonzentration nicht beriicksichtigt, so sind 
diese unbedingt auf falsche Schliisse gestiitzt; in seinen Versuchen 
andert die Serumzugabe das p, der Proben ganz unregelmiBig, aber 
jedenfalls sehr bedeutend. Es ist auch kein Wunder, daB seine klinischen 
Resultate nicht bestatigt wurden. In seinem primitiven Experiment 
iiber die Abspaltung des Antipepsins vom Pepsin im Serum wurde 
natiirlich das Pepsin, einige Stunden im py = 7,35 gehalten, zerstért, 
vergréBerte aber durch seinen Eiweibgehalt die hemmende Kraft des 
Serums. In unserer Arbeit haben wir die Frage des sogenannten 
Immunisationsantipepsins nicht beriihrt, denn auch ein positiver 
Erfolg kénnte keinen Beweis fiir die Existenz eines spezifischen Anti- 
pepsins erbringen. Beim parenteralen Darreichen der Pepsinpraparate 
werden ja Eiwei8kérper mit eingefiihrt und nicht reines Pepsin’), diesen 
EiweiBkérpern solle man eher die immunisatorische Wirkung zu- 
schreiben. Wenn wir die Untersuchungen Bergers*) iiber den Eiweif- 
spiegel des Blutserums wihrend der Proteintherapie mit den Resultaten 
von Gruca und Jankowska*) vergleichen, bemerken wir zahlreiche 
Analogien. Wir miissen uns an die Behauptung Abderhaldens und 
Wertheimers*) anschlieBen, daB bis zur Darstellung der Fermente als 
genau bestimmte chemische Einheiten nicht von den Antifermenten, 
sondern lediglich von einer antifermentativen Wirkung gesprochen 
werden darf. 

Die Frage der in inaktivierten Pepsinpraparateh gefundenen 
Hemmungskérper kénnen wir hier nur ganz kurz streifen. Wir fanden, 
daB manche Pepsinpriparate (wie z. B. ,,Pepsin Witte“ von Kahlbaum) 
trotz der starken peptischen Kraft nach der Inaktivierung keine 
Hemmungswirkung zeigen (Versuch 11), und glauben, daB die von 
Schwarz®) entdeckte Erscheinung von Verunreinigungen mancher 
Pepsinpraparate abhingt. 

Versuch 11. 

A. 0,25 g ,,Pepsinum purissimum“ Merck in 50 ccm 0,3 proz. HCI. 

B. 0,25 g ,,Pepsin Witte Kahlbaum in 50 ccm 0,3proz. HCl. 





1) Seit einiger Zeit ist ein Priparat im Handel, das die Aufschrift 
»»Pepsinum absolutum“ tragt. Es scheint dieses absolute Pepsin eine sehr 
relative Reinheit zu besitzen. Beim Erhitzen gibt dieses Praparat einen 
starkeren EiweiSniederschlag als irgend ein anderes Praparat. 

*) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 28, Heft 1/4, 1922. 

8) Przeglod chirurgiczny (polnisch) 8, 1924. 

*) Fermentforschung 6, 286, 1923; Ber. iib. d. ges. Pathol. u. exper. 
Pharm. 18, 275. 

5) Hofmeisters Beitr. 6, 524, 1905. 
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Von jeder Lésung wurden 25ccm entnommen und 10 Minuten 
lang in kochendem Wasser gehalten, dann filtriert und das Filtrat zu 
Verdauungsproben benutzt. 





A la | 2a B 1b 2b 
Pepsin A... .cem 3 3 Pepsin B....cem 3 3 
O3proe. HCI .. , 6 0 03proz.HCl .. , 6 0 
eee Ba ti cure 0 6 Pera Baw aa 0 6 


Index wurde abgelesen, Fibrin (0,1 g) zugesetzt und 1 Stunde im 


Thermostaten gehalten. 





la 2a 1b 2b 
Vor der Verdauung....... 16,6 17,7 16,3 17.7 
Nach der Verdauung 19.5 20,3 19.4 20,8 
Differenz . . 2,9 2.6 3,1 3.1 


In der Literatur tiber Antipepsin findet man zahlreiche Angaben 
iiber gut beobachtete Erscheinungen, die aber erst nach Beriick- 
sichtigung der Wasserstoffionenkonzentration verstindlich werden; 
so z. B. die groBe Wirksamkeit der Extrakte Weinlands, die mit sekun- 
direm Natriumphosphat erhalten wurden, die Unentbehrlichkeit der 
,.Bindung des Antiferments mit Ferment‘ im Brutofen vor der An- 
siuerung, die Schwachung des ,,Antipepsins‘‘ durch Saure. 

DaB diese Erscheinungen in der Zeit vor den Arbeiten Sdérensens 
und Michaelis irrtiimlich gedeutet werden konnten, ist verstandlich. 
Dagegen ist es schwer verstandlich, daB in den letzten Jahren, wihrend 
in allen Gebieten der Biologie und Medizin die Bedeutung der H - 
Konzentration in einer kaum mehr zu iibersehenden Zahl der Arbeiten 
gewiirdigt wird, Untersuchungen tiber ein mutmafliches Antiferment 
ohne Beriicksichtigung dieses Faktors veréffentlicht werden. Das Anti- 
pepsin ist bis jetzt noch nicht nachgewiesen worden, und es gibt keine 
einzige Tatsache, die dafiir sprache, daB ein solcher spezifischer Faktor, 
der die Pepsinwirkung zu hemmen oder das Pepsin zu binden vermége, 
in der Blutbahn oder in der Magenwand existierte. Es gibt in der 
gesamten Literatur dieses Gegenstandes (von den Arbeiten Rubinsteins 
und Dezanis abgesehen) kaum einen einwandfreien oder klar zu 
deutenden Versuch. Man wird in dieser Frage der Ansicht von Bayliss 
beistimmen, der sie folgendermaBen zusammenfaBt: ,,Es ist sehr 
zweifelhaft, ob wirkliche Antifermente existieren. Manche von den 
ihnen zugeschriebenen Wirkungen lassen sich durch Verinderung der 
Wasserstoffionenkonzentration erkliren, andere durch Adsorption an 


Kolloide.“ 
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Nun kann aber gesagt werden, daB es gleichgiiltig ist, ob der die 
Pepsinwirkung hemmende Faktor spezifisch oder unspezifisch sei, 
wenn es sich um die Rolle dieses Faktors in der Atiologie des runden 
Magengeschwiirs handelt, die Schwankungen der antipeptischen Wirkung 
des Blutserums, die man von Fall zu Fall feststellt, hatten trotzdem 
ihre pathologisch-physiologische Bedeutung. 

Dazu sei bemerkt, daB die Schwankungen in der Fahigkeit des 
Plasmas, Sauren zu neutralisieren, unter physiologischen Bedingungen 
nicht so in Wirkung treten kénnen, wie in allen Versuchen in vitro, in 
welchen die antipeptische Wirkung demonstriert wird. Das Pepsin, 
welches in die Blutbahn gelangi, wird infolge der dort vorherrschenden 
Wasserstoffionenkonzentration selbstverstandlich zerstért; auf die 
Wirkung des Pepsins im Lumen des Magens hat die neutralisierende 
Wirkung des Blutes keinen Einflu8. Was aber die Fihigkeit des Blutes 
anbetrifft, den Geweben der Magenwand geniigend Alkali zuzufiihren, 
damit deren alkalische Resistenz im Kontakt mit dem sauren Magen- 
inhalt erhalten bliebe, so wird, falls dieser Faktor iiberhaupt in Frage 
kommt, die GréBe der Zirkulation und ihre Schwankungen sicher eine 
viel bedeutendere Rolle spielen, als Menge der Basen, welche das Blut 
an die Gewebe abzugeben vermag. Es ist auch nicht bekannt, daB die 
pathologischen Zustinde, in welchen die sogenannte Alkalireserve des 
Blutes herabgesetzt ist, zur Bildung des peptischen Geschwiires pri- 
disponierten. 


Zusammenfassung. 

Die hemmenden Wirkungen, welche das Blutserum auf die peptische 
Verdauung saurer Lésungen auszuiiben vermag, sowie als die Bindung 
des Pepsins an ein Antipepsin des Blutserums gedeutete Erscheinung 
lassen sich restlos durch Verschiebungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration infolge Serumzusatz erkliren. 
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Zur Biochemie des Bacterium pyocyaneum. 


Ein Beitrag zur Frage seines Stoffwechsels und dessen Beziehungen zur 
intramolekularen Atmung. 


Die iiberaus groBe Mannigfaltigkeit der Stoffwechselvorgange ist 
bekannt. Das Problem des Lebens in seiner Gesamtheit hat sich gerade 
durch die Forschungsergebnisse der letzten 20 Jahre besonders auf 
dem Gebiete der Kolloidchemie als verwickelter erwiesen, als man 
bisher anzunehmen geneigt war. Trotzdem diirfte heute in der Biologie 
allgemein anerkannt sein, daB Lebensvorgange, ob sie sich in der iiberaus 
komplizierten Zelle des menschlichen Organismus oder in der einfachen 
Bakterienzelle abspielen, im Prinzip dieselben GesetzmaBigkeiten auf- 
weisen und mit der gleichen Zweckbestimmung ablaufen. 

In diesem Sinne méchten die vorliegenden Untersuchungen als 
Beitrag zum Chemismus des Lebens aufgefaBt und bewertet werden. 

Zur Untersuchung der Lebensvorgiinge bedienen wir uns aus- 
schlieBlich physikalisch-chemischer Methoden, wie sie uns vorwiegend 
die wissenschaftliche Erfahrung des Laboratoriums an der unbelebten 
Materie in die Hand gibt. Nach den heute giiltigen und in ihren Grund- 
ziigen wohl richtigen Anschauungen iiber den Chemismus der Lebens- 
vorgange diirften diese Methoden im Bereich ihrer technischen Leistungs- 
fahigkeit auch wahrheitsgetreue Resultate zeitigen. Sehr einfache und 
kiinstlich besonders iibersichtlich gehaltene Lebensvorginge, wie sie 
vor allem das Bakterienwachstum in anorganischen Nahrlésungen 
darstellt, lassen derartige Untersuchungsmethoden als vorwiegend ge- 
eignet erscheinen, und es diirfte ihnen gerade bei den vorliegenden 
Stoffwechseluntersuchungen besondere Bedeutung zukommen. Denn 
die einfachen Bausteine, aus welchen hier die Bakterienzelle ihr Kérper- 
eiweiB aufbauen muB, sowie die meisten Zwischen- oder Abbau- 
produkte und die energetischen Umsetzungen (Wirmeténung) bei 
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einer derartigen Lebenssynthese sind mit diesen Methoden vollstandig 
erfaBbar. Dies ist dort nicht immer der Fall, wo der Versuch unter- 
nommen wird, Stoffwechselvorginge héher organisierter Zellen bzw 
Zellsysteme zu ermitteln. 

Das eingehende Studium von Stoffwechselvorgangen der Bakterien- 
zelle bei genauer Kenntnis der vorhandenen Bausteine ist daher ein 
biochemisches Problem von grundlegender Bedeutung. 


In neuerer Zeit sind es vor allem Braun und Cahn-Bronner'), Braun, 
Stamatelakis und Kondo*), Braun, Stamatelakis, Kondo und Goldschmidt*), 
Kondo*) und Wolj/*), welchen das Verdienst zukommt, hier umfassende 
Arbeiten geliefert zu haben. Diese Autoren haben in Kulturfliissigkeiten, 
die aus chemisch genau bekannten, einfachen Substanzen zusammengesetzt 
waren, den Stoffwechsel der verschiedenen Bakterien untersucht und ge- 
priift, aus welchen Stoffen und unter welchen physikalischen Bedingungen 
die verschiedenen Bakterienarten dauernd ihre Koérpersubstanz aufbauen 
kénnen. Fs wird dabei auf die Beantwortung der Frage der Unentbehrlich- 
keit und unmittelbaren Assimilierbarkeit der dargebotenen Nahrstoffe 
Wert gelegt. Ferner wurden Untersuchungen iiber die notwendige Quantitat 
der unentbehrlichen Stoffe angestellt. Es wird dies als Priifung des Ver- 
wendungsstoffwechsels bezeichnet, wobei weder die qualitativen noch 
quantitativen stofflichen und energetischen Umsetzungen daselbst, noch 
deren Beziehungen zu irgendwelchen biologischen Fahigkeiten der be- 
treffenden Organismen bis heute untersucht wurden. Allein schon bei diesen 
Arbeiten stellte es sich heraus, daB Stoffwechseleigenschaften und Wachs- 
tumsbedingungen zu beobachten waren, die bei Ziichtung in den iiblichen 
Nahrbéden nicht nachzuweisen sind. Ein ungeheures Tatsachenmaterial 
ergab sich allein schon beziiglich der verschiedenen synthetischen Fahig- 
keiten der verschiedenen Bakterienarten und sogar -rassen oder -stammen 
Aber ganz abgesehen von der grundlegenden Férderung, welche dadurch 
die Differentialdiagnose erfahren muBte, darf die Kenntnis des Verwendungs- 
stoffwechsels der Bakterien als Arbeitsmethode fiir die Erforschung ihrer 
biologischen Ejigenschaften angesprochen werden. Braun und Cahn- 
Bronner auBern sich in einem Ahnlichen Zusammenhange*): .,.Der Ablaui 
des Bakterienstoffwechsels und die Untersuchung der Stoffwechselprodukte 
werden unter solchen itibersichtlich chemischen Verhaltnissen der Bear- 
beitung in ganz anderem MaBSe zuginglich als in den iiblichen Nahrbéden 
von unbekannter, schwankender Zusammensetzung™. 


In der folgenden Arbeit wird nun der Versuch unternommen, am 
Bacterium pyocyaneum in tbersichtlich chemisch wohldefinierten 
Kulturfliissigkeiten die Stoffwechsel- bzw. Abbau- oder Zwischen- 


1) Braun und Cahn-Bronner, Centralbl. f. Bakt. 1. O., 86, 1, 196, 380, 
1921; diese Zeitschr. 131, 226, 272, 1922. 

*) Braun, Stamatelakis und Kondo, diese Zeitschr. 145. 381, 1924. 

3) Braun, Stamatelakis, Kondo und Goldschmidt, ebendaselbst 146, 
573, 1924. 

') Kondo, ebendaselbst 155, 148, 1925. 

5) Wolff, ebendaselbst 158, 319, 1925. 

*) Centralbl. f. Bakt., 1. O0., 86, 210, 1921. 
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produkte qualitativ und den Abbau des N-Stoffwechsels quantitatiy 
darzustellen. Gleichzeitig wird der Verlauf, das Wesen und die Be- 
deutung, welche dabei der intramolekularen Atmung zukommt, unter- 
sucht. Auberdem war geplant, hierbei das Wesen der Toxinbildung zu 
studieren. Leider kénnen hieriiber, da die nétigen, zahlreichen Tiere 
fehlten, nur einige orientierende Versuche angestellt werden. Uber 
diese Fragen, deren eingehende Beantwortung fiir spiter vorbehalten 
bleibt, kGnnen daher wohl bestimmte Vermutungen, aber keine exakten 
Angaben gegeben werden, insbesondere auch schon deshalb nicht, weil 
die toxischen Verhaltnisse beim B. pyoc. aus verschiedenen Griinden 
wenig geeignet sein diirften, zutreffende Anschauungen tiber das Wesen 
der Toxinbildung von allgemeiner Giiltigkeit zu ermitteln. 

Zunachst sei der auBere Aufbau der experimentellen Unter- 
suchungen und deren Zweckbestimmung kurz skizziert. Vorher noch 
mége folgende Bemerkung nicht iiberfliissig erscheinen: 

Trotzdem die vorliegende Arbeit eigene Wege geht, und trotzdem 
der Verfasser die Arbeiten von Braun, Cahn-Bronner und Mitarbeitern 
ieilweise erst nach AbschluB, teilweise aus auBeren Griinden tiberhaupt 
nicht eingehend studieren konnte, hofft er dennoch, daB seine Unter- 
suchungen und deren Ergebnisse als Weiterfiihrung der von den ge- 
nannten Autoren in ihren zahlreichen und wertvollen Arbeiten iiber 
den Verwendungsstoffwechsel der Bakterien niedergelegten Forschungs- 
ergebnisse aufgeommen werden. 


Chersicht tiber die Versuche. 


I. Es wird eine den vorliegenden Bediirfnissen geniigende Isolierung 
und eingehende Identifizierung des verwendeten Pyocvaneusstammes 
ausgefiihrt, was im Abschnitt: Morphologische und biochemische Eigen- 
schaften des verwendeten Stammes, dargestellt ist. Damit diirfte 
dieser eindeutig charakterisiert sein, so daB eine Reproduktion der mit 
ihm ausgefiihrten Versuche keinen Schwierigkeiten oder Mi®verstand- 
nissen begegnen diirfte. Ferner ist damit die Bewertung (Vergleich) 
des Stammes in optimalen Lebensbedingungen mit denjenigen in den 
tatsichlich gebotenen méglich. 

Il. Der folgende Abschnitt: Untersuchungsmethoden, spricht fiir 
sich. Beziiglich der Methode zur Bestimmung der intramolekularen 
Atmung muB vermerkt werden: Die Nitroanthrachinonmethode von 
Bieling ist meines Wissens bis heute wenig oder gar nicht erprobt 
worden!). Der Umstand, daB diese Methode zu den vorliegenden 


') Nach AbschluB der experimentellen Untersuchungen ist mir folgende 
Arbeit bekannt geworden: Kirchner, Arch. f. Hyg. 95, 280, 1925. 
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Untersuchungen Verwendung fand, wird zur weiteren Abklarung be- 
ziiglich ihrer Brauchbarkeit dienen. 

Ill. Da fiir die vorliegenden Untersuchungen zum Teil bedeutende 
Abweichungen beziiglich der technischen Herstellung der Kultur- 
fliissigkeiten gegeniiber den bekannten Vorschriften geiibt wurden, 
war es nétig, die Wachstumsméglichkeiten des B. pyoc. in solchen 
Nahrlésungen vorher kennenzulernen. AuBerdem muBten die Wachs- 
tumsverhaltnisse unter dem EinfluB einer verschiedenen H-lonen- 
konzentration festgestellt werden, und es wurde notwendig, den even- 
tuellen EinfluB der feuchten Kammer (verminderte O,-Tension) auf 
das Bakterienwachstum festzustellen. Dieser Fragenkomplex wird im 
Abschnitt: Lebensbedingungen des B. pyoc. in einfachen, chemisch 
wohl definierten Nahrlésungen, behandelt, und zwar in folgenden 
Versuchsreihen, wo neben dem Bakterienwachstum auch die Farbstoff- 
bildung beriicksichtigt wird: 

1. Bedeutung der einzelnen Bestandteile der Nahrlésung fiir das 
Wachstum des B. pyoc. 

2. Wachstumsverhiltnisse des B. pyoc. in der Nitratnahrlésung 
Pu = 7,4. 

3. Die p,,-Verhaltnisse. 
a) Phosphat-Karbonatpuffer, 
b) Reiner Phosphatpuffer. 

4. Die Karbonat- und Phosphatpufferung bei normaler und bei 
verminderter O,-Tension. 

IV. Im Abschnitt Der qualitative Stoffwechsel, werden 

A. im Nitrat-Milchsaure- bzw. Brenztraubensiuresystem in 12 Ver- 
suchsreihen qualitativ die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und 
der C-Quelle ermittelt, welche in den verschiedenen alten Kultur- 
filtraten mit und ohne Sulfitzusatz in ausgesprochen saurem (py = 6,6) 
und in ausgesprochen alkalischem (py 7,6) Reaktionsmilieu auf- 
treten. Gleichzeitig werden das Bakterienwachstum und die Farbstoff- 
bildung verfolgt. 

B. Im Ammonchlorid-Milchséure- bzw. Brenztraubensiuresystem 
werdeo in 8 Versuchen unter ahniichen Bedingungen wie bei A qualitativ 
die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C- Quelle ermittelt. 
Gleichzeitig werden das Bakterienwachstum und die Farbstoffbildung 
verfolgt. 

C. Im Pepton-Milchsiuresystem werden in zwei Versuchen qualitativ 
die Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C- Quelle in zwei- 
und zehntagiger Kulturfliissigkeit (Anfangs- py = 7,6) ermittelt und 
gleichzeitig das Bakterienwachstum und die Farbstoffbildung verfolgt. 
Die drei Versuchsreihen sollen vor allem folgende Fragen abklaren: 
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1. Was fiir Abbau- bzw. Zwischenprodukte der N- und der C- Quelle 
treten auf, urd finden sich unter ihnen besonders labile Kérper ? 

2. Sind die Abbau- oder Zwischenprodukte der C-Quelle eine 
Funktion der N-Quelle ? 

3. Besteht eine synthetische Kombination zwischen den Abbau- 
bzw. den Zwischenprodukten der N- und der C- Quelle ? 

4. Sind sogenannte Dehydrierungsvorginge zu beobachten *) ’? 

V. Im Abschnitt Der quantitative Stoffwechsel, wird quantitatiy 
der Abbau der N-Quelle in den fiinf folgenden Systemen (Anfangs- 
Pu 7,5 — 7,6) verfolgt: 


1. Nitrat-Milchsaure, 

2. Nitrat-Pepton, 

3. Ammonchlorid-Milchsaure, 

3’. Ammonchlorid-Milchsiure + Mangan als Katalysator, 


4. Ammonchlorid-Brenztraybensaure. 

Die 10 tagigen Versuchsreihen sind direkt vergleichbar mit den 
entsprechenden qualitativen Reihen und dienen vor allem zur Ab- 
klirung der folgenden Fragen: 

1. Welchen Einflu& hat die N- Quelle auf die Bilanz und die Ge- 
schwindigkeit des Abbaus ’ 

2. Welche Warmeténungsverhiltnisse sind dabei zu beobachten ‘ 

3. Wirkt Mangan als Katalysator auf die Geschwindigkeit des 
Abbaus der Stickstoffquelle ’ 

4. Ist die Geschwindigkeit des N-Abbaus eine Funktion der C- Quelle 
(Brenztraubensaure) ? 

Vl. Im Abschnitt Die intramolekulare Atmung, wird in 13 Sy- 
stemen mit dem Anfangs-py, 7,5 — 7,6 je in den Kulturen von 
6, 10, 24, 2 « 24, 3 « 24, 5 x 24, 7 x 24, 9 x 24 und 10 x 24 Stunden wahrend 
10 Tagen fortlaufend die GréBe der Nitro-Reduktion gemessen. 


') Wieland (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 146, 3327 bzw. 3333, 1913) 
hat beobachtet: Wird Milchsiure mit Palladium-schwarz geschiittelt. 
kann mit Phenylhydrazin Brenztraubensiure und Kohlendioxyd nach- 
gewiesen werden. 

CH,.C.OH.COOH + Pd — CH,.CO.COOH + Pd(H),. 
Dehydrierung 
H 
Wird durch Schiitteln mit Sauerstoff das Palladium weggenommen (Uber- 
tragungskatalyse), so vermehrt sich das Kohlendioxyd und gleichzeitig 
wird in gréBeren Mengen Essigséure angetroffen. 
CH, .CO.COOH — CH, .CHO + CO,.CH,.CHO—» CH, .COOH. 


Carboxylasewirkung 


Es kénnte sich also hier um eine Carboxylasewirkung (Neuberg) handeln. 





Biochemie des Bacterium pyocyaneum. 317 


Folgende Systeme werden untersucht: 
*]. Nitrat-Milchsaure, 
*l’. Nitrat-Milchsiure + 0,05 Mn als Katalysator, 
*1”’. Nitrat-Milchsiure-Fleischextrakt, 
*©2. Ammonchlorid-Milchsaure, 
*02’ a. Ammonchlorid-Milchsiure + 0,01 Mn als Katalysator, 
2’ b. Ammonchlorid-Milchsiure + 0,05 Mn als Katalysator, 
2”... Ammonchlorid-Milchsaure-Fleischextrakt, 
3. Ammonchlorid-Brenztraubensaure, 
*4. Nitrat-Brenztraubensiure, 
5. Nitrat-Pepton, 
6. Nitrat-Pepton + 0,05 Mn als Katalysator, 
7. Nitrat-Pepton-Fleischextrakt, 
8. Fleischextrakt. 
quantitativer Abbau der N-Quelle bekannt 
Bakterienvermehrung bekannt. 

Dazu werden in den Systemen: 

1, 1’ (mit 0,01 Mn), 1”, 2, 2’a (s. oben) nach entsprechenden Zeiten 
die Keimzahlen bestimmt. 

Die Versuchsreihen sind direkt vergleichbar mit den entsprechenden 
qualitativen und quantitativen Reihen und sollen folgende Fragen 
beantworten : 

1. Bestehen Beziehungen zwischen der N- und der C- Quelle, deren 
Abbau- oder Zwischenprodukten, der Vermehrungsgeschwindigkeit der 
Bakterien und der Nitroreduktion, und welche ’ 

2. Welcher Einflu8 kommt hierbei besonders dem Pepton und dem 
Fleischextrakt zu / 

3. Bestehen zwischen der Geschwindigkeit der Nitroreduktion und 
derjenigen des Abbaus der N- oder der C- Quelle faBbare Beziehungen, 
und welche ? 

4. Bestehen besondere Beziehungen zwischen der Nitratreduktion 
und der Nitroreduktion ? 

5. BeeinfluBt Mangan als Katalysator direkt oder indirekt ‘ie 
Nitroreduktion ? 

6. Welche Ergebnisse zeitigen die vorgingig gemachten Beob- 
achtungen beziiglich der Branchbarkeit der Nitroanthrachinon- 
methode zur Messung der intramolekularen Atmung, und kénnen die 
besonders von Bieling') dargelegten Anschauungen iiber den Me- 
chanismus der intramolekularen Atmung bestatigt werden ‘ 


1) Bieling, Untersuchungen iiber die intramolekulare Atmung von 
Mikroorganismen, Zeitschr. f. Hyg. u. Infekt. 106, 270, 1923. 
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VII. Im Abschnitt Uber Toxinbildung, wird anhangsweise berichtet 
iiber Beobachtungen, welche an etwa 20 Meerschweinchen gemacht 
werden, denen intraperitoneal verschieden alte sterile Kulturen des 
B. pyoc. in chemisch bekannten Nahrlésungen injiziert werden. Frage- 
stellung: Wie verhalt sich die Virulenz der Pyocyaneumbakterien in 
Kulturen mit rein anorganischer N-Quelle, und erlaubt diese dem 
B. pyoc. die Bildung eines Toxins ') ? 

VIII. Im letzten Abschnitt: Zusammenfassung, werden die ge- 
wonnenen Versuchsergebnisse zusammengefaBt und gewiirdigt. 


Morphologische und biochemische Eigenschaften 
des verwendeten Stammes. 


Alle Untersuchungen sind an unserem Institutsstamm ausgefiihrt 
worden, welcher vor etwa 2 Jahren aus ,,griinem‘* bzw. ,,blauem Eiter** 
als Bacterium pyocyaneum isoliert wurde. 

Morphologische Kontrolle des Stammes. Vor Verwendung des Stammes 
zu den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurde er nach dem von 
Eisenberg*) in seinen Variabilitaétsstudien angegebenen Verfahren (Sektoren- 
Oberflachenausstrich) auf seine Reinheit gepriift. 

Auf zehn nach nebenstehendem Schema her- 
gestellten Agaroberflichen (etwa 10cm Durch- 
messer) fanden sich insgesamt 200 vollkommen 
isolierte Kolonien. Alle gleichalterigen Kolonien 
wurden makroskopisch (Lupe) und mikroskopisch 
(Objektiv Leitz III/3) kontrolliert; ebenso wurden 
die Bakterien selbst mikroskopiert (Fuchsinausstrich- 
Olimmersion). 

Von einer einzigen der 200 Kolonien wurden 
die Stémme Nr. 1, 2, 3 und 4 durch Stiche in 





Abb. 1. Agarréhrehen (py, = 7,4 bis 7,6) hergestellt. Jeden 
Monat wurden diese untereinander identischen 
Stémme iiberimpft*). Stamm Nr. 1 wurde, wie unten angegeben, 


genauer identifiziert. Die Stamme Nr. 2, 3 und 4 dienten als Reserve- 
stamme. 

Identifizierung des Stammes Nr.1. Die hierzu verwendeten Ndhr- 
substrate waren: Niahragar, Nahrgelatine, Nahrbouillon, Nahrbouillon 
mit 2 Proz. Glucose, Nahrbouillon mit 2 Proz. Lactose und Nahrbouillon 
mit 0,3 Proz. Natriumnitrat. Sie wurden nach den iiblichen Vorschriften 
hergestellt, mit Liebigs Fleischextrakt und Pepton ,,Siegfried“* und mit 
2n Sodalésung auf py = 7,4 bis 7,8 eingestellt. 

Der Milchnahrboden (,,Bromkresolpurpurmilch“ = B.C. P. M.) wurde 
nach der Vorschrift von Clark und Lubs*) hergestellt. 


1) Braun und Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 131, 286, 1922; Dédrr, 
Das Dysenterietoxin. Jena 1907. 

2) Kisenberg, Centralbl. f. Bakt., I. O., 66, 1. 

*) Der Stamm wurde spater nochmals mit gutem Erfolg auf seine 


Reinheit gepriift. 
*) M. Clark und H. Lubs, Journ. of Agr. research 10, Nr. 3, 1917. 
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Die Kulturen wurden bei 37° in der Regel bis zum zehnten Tage beob- 
achtet. 

Auf Nitrate wurde mit Brucin-Schwefelséiure gepriift. Auf Nitrite 
wurde in essigsaurer Lésung mit Jodkalium und Ausschiitteln mit Schwefel- 
kohlenstoff gepriift. 

Auf Schwefelwassersto// wurde mit Bleiacetatpapier in den mit Stanniol 
verschlossenen Kulturen gepriift. 

Auf Ammoniak wurde in mit Stanniol verschlossenen Kulturen mit 
Merkuroacetatpapier gepriift und auBerdem, nach Zusatz von Magnesium- 
oxyd und Destillation, mit Nesslers Reagens. 

Auf Jndol wurde nach der Ehrlich-Béhmeschen Methode') gepriift. 

Die Farbstoffe wurden nach den Angaben von Lehmann und Neumann 
isoliert und identifiziert ). 


I. Morphologisch-kulturelle Eigenschaften. 


1. Mikroskopisches Aussehen (18stiindige Agarkultur): Schlanke, 
zierliche Stabchen, gelegentlich plumpe, kurze und ebenso zu kiirzeren 
Faden ausgewachsene Formen. Lebhafte Eigenbewegung. 

2. Farbbarkeit (18stiindige Agarkultur): Mit Methylenblau und 
Fuchsin gut, nicht nach Gram. 

3. Temperatur (optimale Nahrlésungen). Wachst zwischen 32 bis 
38° C mit ungefahr gleich groBer Intensitaét. Bei 22 und bei 42° ist dieselbe 
etwas geringer. 

4. Sauerstoffbediirfnis: Streng aerob in optimalen Nahrbéden mit 
organischen WN -Verbindungen. Intensitat der Stoffwechselvorgainge 
(Wachstum, Enzymproduktion und Farbstoffbildung) durch anaerobe 
Bedingungen in oben genannten Nahrmilieus merklich beeintrachtigt. 

5. Gelatineplatten: Makroskopisch und mikroskopisch den bei Leh- 
mann und Neumann*) beschriebenen Formveranderungen der entsprechend 
alten Kulturen fiir B. pyocyaneus und B. fluorescens entsprechend (Farb- 
stoffproduktion etwas geringer). 

6. Agarplatten: Gilt das bei Gelatineplatten Gesagte. 

7. Agarstich (18 stiindige Kultur): Kraftig grauweiBlich  fett- 
glanzender Belag mit leicht gewellter Berandung. Pre®Bwasser mit leichter 
Haut an der Oberfliiche. Das spaitere Stadium (dreimal 24 Stunden) zeigt 
intensive blaulichgriine Farbstoffbildung mit griiner Fluoreszenz des Agars, 
wohinein eine kraftige Diffusion erfolgt. 

8. Agarstich (48stiindige Kultur): Streng aerober, kraftiger, un- 
differenzierter Belag von tiefgriiner Farbe und starker Fluoreszenz im 
Nahrsubstrat. 

9. Bouillon (48stiindige Kultur): Kraftige, gleichmaBige Triibung mit 
aerober, weiBlicher Haut, die sich nur schwer zerteilen l48t. Intensive, 


gelbgriin fluoreszierende Farbe, von der Oberflache her langsam schwacher 


werdend. Leichter Bodensatz. 


1) Béhme, Centralbl. f. Bakt., I. O., 40, 129. 

2) Lehmann und Neumann, Atlas und Grundri®8 der Bakteriologie, 
Il. Teil, 5. Aufl., 1912, S. 64 ff. 

3) Dieselben, ebendaselbst, I. Teil: Tabelle 32/33; Il. Teil: 5. Aufl., 
1912, S. 407/408. 
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Il. Biochemische Eigenschaiten. 


a) In Kulturen. 

1. Gelatinestich (22°): Nach 38 Stunden ist eine deutliche Stelle 
streng aeroben Wachstums zu beobachten. Das Bakterienwachstum im 
Stich ist direkt unter der Oberfliche deutlich vorhanden. Die Delle ist 
mit grauweiBlichen feinen Flocken ausgefiillt. Keine Farbstoffbildung. 
Nach 48 Stunden aerob griin fluoreszierender Farbstoff. Durch Diffusion 
ist auch der inzwischen entstandene Trichter und sein flockiger Inhalt 
griinlich gefarbt. Nach sechsmal 24 Stunden zeigt sich vor allem aerob 
ein kraftig blaugriiner Farbstoff, wahrend mittlerweile die bei Lehmann 
und Neumann fiir die Fluoreszenzgruppe giiltigen morphologischen Phasen 
der Verfliissigung sich gefolgt sind. 

2. B.C. P.-Milech: Nach 24 Stunden Reaktion unverandert; norma 
fliissig; aerobe Haut- und leichte Farbstoffbildung. 

Nach 40 Stunden Reaktion unverindert, geleeartige Konsistenz bis 
feinflockiges kompaktes Gerinnsel, Farbstoffbildung aerob verstarkt. 

Nach 46 Stunden: Reaktion sehr leicht alkalisch, teilweise Lésung 
des Koagulums. 

Nach 68 Stunden: Reaktion schwach alkalisch, Lésung des Koagulums 
schreitet weiter, Farbstoffbildung verstarkt. 

Nach 96 Stunden: Reaktion schwach alkalisch. Koagulum beinahe 
volistandig gelést. 

Nach 120 Stunden: Reaktion schwach alkalisch ; allgemeine Zersetzungs- 
erscheinungen (letzte Reste des Koagulums und Farbstoff). 

Nach 170 Stunden: Reaktion schwach alkalisch; vollstandige Zer- 
setzung der urspriinglichen Kultur einschlieBlich Farbstoff. 

3. Gasbildung: a) aus Glucose: negativ; b) aus Lactose: negativ. 

4. Saiure- und Farbstoffbildung: a) aus Glucose; b) aus Lactose. 





Bebriitung Saurebildung (pyr Werte) Ferbetolibiidung 
in Stunden “ b * b 
0 7.6 7.6 —_— — 
18 79 8.0 — — 
3 x 24 78 8,0 gelbgriin — 
4x 24 7,8 .2 blaugriin — 
5 x 24 7.8 8,2 * griingelb 
6 x 24 78 8,2 A - 
7 x 24 7,9 84 = i 
8 x 24 7.9 8.4 griinblau - 
10 x 24 7.9 8.4 2 9 


5. Ammoniak. 
a) Aus Bouillonkulturen (37°): 
Wahrend 0 bis 24 Stunden Bebriitung . . negativ 
Nach 26stiindiger Bebriitung (dest. Kultur. positiv 
b) Aus Gelatinekulturen (22°). 


Nach 30stiindiger Bebriitung . . . . « sehwach positiv 
ee i - : . . Stark - 


zehnmal 24stiindiger Bebriitung . . schwach _,, 
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6. Indol. 
7stiindige Bouillonkultur'). . . negati\ 
14 
18 
24 
40 
60 


72 


7. Schwefelwasserstoff. 


18stiindige Bouillonkultur. negatiy 
24 
48 
60 
8. Reduktion von Nitraten. 
Nach 17stiindiger Bebriitung: NO, + ; NO, +; intensive Gasentbindung 
(,.Schaumkragen“*). 
Nach 24stiindiger Bebriitung: NO, + + ; NO, —; schwache Gasentbindung. 
Nach zweimal 24stiindiger Bebriitung: NO, +; NO,—; schwache Gas- 
entbindung. 
Nach dreimal 24stiindiger Bebriitung: NO, : NO : keine Gas- 
entbindung. 


9. Geruch der verschiedenen Kulturen. Nach 17stiindiger Bebriitung 
wurde bei allen Kulturen, besonders bei Gelatine, ein leicht urindhnlicher 
Geruch wahrgenommen, der nach fiinfmal 24 Stunden in einen ammonia 
kalisch-jaucheartigen iiberging. 

10. Farbstoffe. 1. Das wasserlésliche, griin fluoreszierende Bacterio 
fluorescin konnte nach 18 Stunden Bebriitung in allen Kulturen (Lactose 
erst nach fiinfmal 24 Stunden) isoliert und identifiziert werden. 2. Das 
chloroformlésliche blaue Pyocyanin konnte nur in geringen Mengen und 
erst in fiinfmal 24stiindigen Gelatine-, Glucose-, Bouillon- und Milehkulturen 
isoliert und identifiziert werden. 3. Bei allen angelegten Kulturen konnte 
im Verlaufe ihrer Entwicklung durchschnittlich am dritten Tage eine 
Umwandlung des griinen in einen braunen Farbstoff beobachtet werden. 
In fliissigen Nahrsubstraten war die Braunfairbung allgemein geringer als 
speziell auf Agar. 

b) Im Tierkérper. 

Als Versuchstiere wurden ausgewachsene Meerschweinchen verwendet 

Die bei 37° bebriiteten Kulturen gelangten intraperitoneal zur Injektion, 
wobei die Bakterien in steriler physiologischer Kochsalzlésung aufge- 
schwemmt waren. Die sterilen Bouillonkulturen wurden durch Schiitteln 
mit Toluol und darauffolgendem Stehenlassen bei 37° erhalten ®*). 

AuBer dem bereits beschriebenen Stamm Nr. 1 wurden zwei weitere 
Staémme des Pyocyaneus verwendet, und zwar: 


Stamm Nr. 5 I. Tierpassage von Stamm Nr.1 (aus Herzblut 
isoliert). 
Stamm Nr. 6 Il. Tierpassage von Stamm Nr.1 (Stamm Nr. 5 


injiziert und aus Herzblut isoliert). 


') 24stiindige Bouillonkultur von Bact. coli comm. indolpositiv. 
2) Kolle und Wassermann, Toxin des B. pyocyan., Handb. d. pathog. 
Mikroorganismen 3, 476, 1903. 





a the 
— 
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In der folgenden Tabelle sind die ausgefiihrten Versuche zusammen- 





gestellt : 
Gewicht 
Stamm Kultur Pu Alter Ose ccm des Tieres Resultat 
& 
A. Bakterien + Kulturfliissigkeit (Endo- + Exotoxin). 
1 Bouillon 7.3 24 Std. — 2.0 450 nach 10 Std. t 
B. Bakterien (Endotoxin). 
l Agar 7,6 24 Std. Sie 320 lebend 
6 s 761% . ae ae 400 é 
6 r 7161/4 | ee | 350 R 
5 es 7,6 es ] —_ 450 nach 10 Std. t 
C. Sterile Kulturfliissigkeit (Exotoxin). 
l Bouillon 78 35 Tage — 05 350 lebend 
6 7.6 as — 05 300 marastisch 
l 2 741:%3 .] — 3.0 280 lebend 
6 . 7.6 35 Cs — 2.5 250 nach 8 Std. f 


Die beobachteten Infektions- bzw. Intoxikationssymptome, speziell 

beim Eintritt des Todes (Dyspnoe), sowie der Sektionsbefund sind in 

i guter Ubereinstimmung mit den hieriiber bestehenden Angaben in der 

Literatur'). Beziiglich der Norm der toxischen Eigenschaften seien die 
Angaben von Kolle und Wassermann?) angefiibrt. 


Untersuchungsmethoden. 


I. Die qualitativen Methoden. 

Der Nachweis und die Identifizierung der verschiedenen chemischen 
Stoffe und Stoffwechselprodukte wurden in den ultrafiltrierten Kultur- 
fliissigkeiten ausgefiihrt. Die Ultrafiltration erfolgte durch de Haensche 
Membranfilter. Der von mir aus Anla8 von friiheren Untersuchungen *) 
konstruierte Hilfsapparat zur raschen und sicheren Gewinnung von keim- 
freien Filtraten mittels der de Haenschen Membranfilter bewahrte sich 
auch hier ausgezeichnet, so daB es wiinschenswert erscheinen mag, die 
verwendete Konstruktion durch nebenstehende Abbildung zu erlaiutern, 
um so mehr, als eine derartige Filtriereinrichtung in den meisten Fallen 
den gebrauchlichen Konstruktionen ahnlicher Art iiberlegen sein diirfte. 


1) Kolle und Wassermann, Toxin des B. pyocyan., Handb. d. pathog. 
Mikroorganismen 8, 476, 1903. 

*) Dieselben, 1. c. Die Verfasser machen in dieser Hinsicht folgende 
Angaben. 

a) Endotoxin: ,,Eine gut virulente, frische Agarkultur soll ein 250-g- 
Meerschweinchen intraperitoneal injiziert akut in 24 Stunden téten bei 
Verwendung von '/,;, Ose Kulturmasse“. 

b) Exotoxin: ,,Gut toxische Kulturen, bei denen die Keime durch 
Stehen mit Toluol abgetétet wurden und die in Bouillon mit 2 Proz. Pepton 
und deutlich alkalischer Reaktion etwa 40 Tage gewachsen sind, téten 
mit 0,2 bis 0,5cem intraperitoneal injiziert ein Meerschweinchen akut, 
stets aber nach 12 Stunden“. 

%) Diese Zeitschr. 142, 358, 1923. 
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Die Dimensionen der Konstruktion, die jeder Glasbliser anfertigt, 
richten sich nach dem zur Verfiigung stehenden Trichterapparat bzw. der 
Menge des Filtrats'). Die Manipulationen, um ein gebrauchsfertiges steriles 
Filter zu erhalten, sind die folgenden: Nach Aufsetzen des mit dem ge- 
waschenen Membranfilter versehenen Trichterapparates auf den Vakuum- 
mantel schiebt man das Gefa8 daselbst ein und verschlieBt mit dem Gummi- 
stopfen. In den Absaugungsstutzen (s) gibt man lose etwas nicht entfettete 
Watte. Die Apparatur wird in ein sauberes Handtuch eingewickelt, fiir 
10 bis 15 Minuten bei 108° in den Autoklaven gegeben. Man lat dort 
erkalten, bringt vorsichtig die eventuell gelockerten Abdichtungen am 
Trichterapparat (Metallhiilse) und die Gummi- 
dichtungen in Ordnung, ohne dabei das Tuch 
zu entfernen. Nunmehr ist der Apparat filtrier- J 
fertig. Erst jetzt wird das Tuch entfernt und 
die Filtration kann beginnen. Das Filtrat wird  gppo 
durch die untere Offnung (B) aus dem Vakuum- i 
mantel herausgenommen und mit einem sterilen } 
Wattepfropf verschlossen. M LL. 

a) Direkt in den ultrafiltrierten Kultur- Wn 
filtraten wurde auf die folgenden Stoffe gepriift, 
oder es wurden die entsprechenden Reaktionen oe 
darin ausgefiihrt : 

i. Nitrat. 
2. Nitrit. 
Brenztraubensaure. 
. Triketohydrindenreaktion. 
Biuretreaktion. OT | 
Bt 


SZ 
~\ 


on 
. 
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Millons Reaktion. 
Kochprobe. 
Identifizierung der Aminosauren mit Abb. 2. 
Benzoylchlorid. 

b) Nach Destillation mit Phosphorsiure wurde das Destillat auf Essig- 
siure gepriift. 

c) Nach Destillation mit Natronlauge wurde das Destillat auf folgende 
Stoffe gepriift: 

1. Ammoniak. 
2. Acetaldehyd ?). 
3. Athylalkohol*). 

Die im folgenden beschriebenen Methoden wurden mit reinen Stoffen 
sowohl in wasseriger Lésung als in den betreffenden Kulturlésungen nach- 
gepriift und als brauchbar gefunden. 

a,) Nitrat: 2cem Kulturfliissigkeit (K. F.) werden in weiBer Schale 


~1 


- 


mit 6cem konzentrierter Schwefelsiure versetzt. Nach Erkalten wird 
etwa 1 mg Brucin (Base) aufgestreut. Die maximale Intensitaét (0,4 Proz. 
NaNO.) der auftretenden Rotfairbung ist mit + ++ angegeben. 


') Eine mittlere GréBe hat der Apparat mit 18 em Lange bei Gebrauch 
eines Filters von 5 cm Durchmesser der filtrierenden Fliche. 

2) Der Nachweis des waihrend der Garung an Sualfit gebundenen Aldehyds 
wurde nach Newberg und Reinfurth gefiihrt. Diese: Zeitschr. 89, 390, 1918 

3) Zur Trennung des Alkohol4 vom Aldehyd wurde nach Neuberg und 
Hirsch, diese Zeitschr. 98, 150, 1919, vor der Destillation mit m-Phenylen- 
diaminchlorhydrat behandelt. 

















324 O. Acklin: 


a,) Nitrit: 2cem K.F. werden mit 0,5ccem 30proz. Essigséure und 
mit 2 bis 3 Tropfen einer 10proz. Jodkaliumlésung versetzt. Die maximale 
Intensitét (0,4 Proz. NaNO,) der auftretenden Braunfairbung (Jod) ist 
mit +++ angegeben. 

a,) Brenztraubensaure (B. T.8.): 25 cem K. F. werden gegen Lackmus 
mit Essigsiure angesiuert, mit 2 bis 3 Tropfen Phenylhydrazin versetzt 
und iiber Nacht stehengelassen. Die Ausscheidungen werden mikroskopisch 
gepriift (gelbliche Nadeln), dann auf Mikronutschen abfiltriert und zwei- bis 
dreimal aus reinem Alkohol umkristallisiert. Der FluBpunkt (F. P.) des so mit 
reiner B. T. 8. gewonnenen Phenylhydrazons wurde zu 186 bis 188° bestimmt. 

Diese Nachweismethode entspricht aber den vorliegenden Bediirfnissen 
nur ungeniigend. Sie erlaubt kein rasches Arbeiten und erweist sich als 
zu wenig empfindlich, was folgender Versuch belegt: 

Je 25 ccm K. F.'), die mit nachfolgenden Mengen B. T. 8. als Natrium- 
salz versetzt sind, werden in der obigen Weise behandelt. 





Konzentratiou Phenylhydrazon der B T.S. 








der B. TS. sofort | nach 48 Std. 
10-2 4. F. P. 185° 
10—3 —_ + #) 
10-4 — _ 
10—5 —_ _ 


Der sichere Nachweis der B.T.S. gelang somit als Phenylhydrazon 
nur bei der minimalen Konzentration von 10-2. Die Ausfallung der B. T. 8. 
mit p-Nitrophenylhydrazinchlorhydrat in mit Essigsiure neutralisierter 
Kulturfliissigkeit zeigte kein giinstigeres Resultat. 

Es wurde daher nach einer empfindlicheren Nachweisreaktion auf 
B. T. 8S. gesucht und eine solche in der Vilolettfarbung mit Nitroprussid- 
natrium und Piperidin entdeckt. 

Eingehende Versuche hieriiber ergaben, daB 3ccm einer wasserigen 
B. T. 8.-Lésung als Natriumsalz in der Konzentration von 10-2 bei Zusatz 
von 0,5 cem einer frisch bereiteten Nitroprussidnatriumlésung von 4 Proz. 
und 1 cem einer 3proz. Piperidinlésung sofort Violettfarbung geben, welche 
im Verlauf von etwa 5 Minuten iiber hellrot dann weinrot tiefrot wird. 

Die Reaktion wird nicht gegeben, weder von Milchséure, Aceton, 
Athylalkohol, noch von Essigsiure, dagegen in einer anderen von dieser 
gut zu erkennenden Erscheinungsform*) von Acetaldehyd. 

Eine genaue Priifung dieser Nachweisreaktion ergab fiir saure und 
alkalische Kulturfliissigkeiten*) mit fallenden B.T. S.-Konzentrationen 
folgende Resultate *). 

Ausfiihrung der Reaktion: Die mit Nitroprussidnatrium versetzte 
K. F. wird vorsichtig mit der Piperidinlésung iiberschichtet, so daB eine 
sogenannte Ringreaktion eintritt. 


1) 0,2 Proz. NaNO, + 0,2 Proz. NaNO, + 0,5 Proz. Na-Lactat 
+ 0,5 Proz. NaCl + m/5 Phosphatgemisch, p, = 7,4. 

2) Die ausgeschiedene Menge des Hydrazons reichte nicht zur Ge- 
winnung eines Flufipunktes aus. 

%) Siehe hieriiber bei Acetaldehyd. 

*) Siehe friiher. 

5) Die entsprechenden Versuche mit Kulturfliissigkeiten, in denen 
an Stelle des Nitrats und Nitrits aquimolare Mengen Ammonchlorid ent- 
halten sind, ergeben dieselben Resultate. 
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Konzentration der B. T.S. Reaktionsveriauf 


I. In saurer Lésung (py 6,4) *). 

K, F.*) blaugriin—griin—gelb 

10—5 ” « ~ 

10—4 violettblau—blaugriin—griin—gelb 
10—3 violett blau—griin—gelb 

10—2 violettblau—blaugriin—gelb 

II. In alkalischer Lésung (py = 7,4) *). 

K. F.*) blaugriin—schmutziggriin—gelb 
10-5 i i 

10-4 blauviolett—griin—gelb 
10—3 violettrosa—rot—gelb 

10-2 rosaviolett —violett rot—rot—gelb 

*) Kulturfliissigkeit ohne Zusatz von B. T. S. 


a,) Triketohydrindenreaktion: 2ccem K.F. werden mit verdiinnter 
Essigsiure bzw. Natronlauge genau neutralisiert und mit 4 Tropfen des 
Ninhydrinreagens nach Abderhalden*) aufgekocht. Eine sofort oder spater 
auftretende Blaufarbung zeigt Aminosauren an. 

Die Empfindlichkeit der Reaktion fiir d-Alanin in wasseriger Lésung 
und in Kulturfliissigkeit*) wurde zu 1: 1000 gefunden, wahrend Abder- 
halden*) fiir die wisserige Lésung | : 26000 angibt. 

a,) Biuretreaktion: 2cem K. F. werden mit 1 cem 50proz. Kalilauge 
und 0,5 ccm etwa n/10 Kupfersulfatlésung versetzt und aufgekocht. Blau- 
violette Farbung bei Anwesenheit von Saureamiden, die dihnlich dem 
Biuret (NH,CONHCONH,) zwei NH,CO-Gruppen an einem C- oder 
N-Atom oder direkt vereinigt besitzen‘). Rosenthaler®) beschreibt die 
Biuretreaktion wie folgt: 

Echte Eiwei8kérper . blau bis blauviolett, 
Albumosen . . . . . rotviolett, 
aaa  * 

Die zur Kontrolle mit 1% proz. Lésungen ausgefiihrte Reaktion ergab fiir : 
Glykokoll . . . . . leicht violettblau, beim Erhitzen mehr violett, 
Alanin. . .. . . . blauviolett, beim Erhitzen keine Verinderung, 
Asparagin .. . . . blauviolett, beim Erhitzen mehr violett, 
Pepton ,,Siegfried** . rotviolett, beim Erhitzen violett, 
Eieralbumin .. . . rotviolett, beim Erhitzen keine Veranderung. 

a,) Millons Reaktion: 2ccm K.F. werden mit 0,1 cem Millons 
Reagens*) aufgekocht. Es fairben sich Fliissigkeit und eventuelles 


') Nach Zusatz des Piperidins und am Schlu®B der Reaktion ist der 
Py-Wert auf 7,2 bzw. 10,0 angewachsen. 

2) Nach Rosenthaler, Nachweis organischer Verbindungen, zitiert. 
Ninhydrinreagens: 0,1 g Triketohydrindenhydrat in 30ccm destillierten 
Wassers gelést. 

3) Siehe friiher. 

*) Rosenthaler, Nachweis organischer Verbindungen, 8. 500. 

5) Nachweis organischer Verbindungen, 8. 902. 

®) Nach der Vorsehrift von Lintner, Zeitschr. f. anorg. Chem. 1900, 
8. 707. Ein Teil Quecksilber in zwei Teilen rauchender Salpetersaure erst 
kalt, dann warm lésen. Nach Erkalten wird das doppelte Volumen Wasser 
zugegeben und absitzen gelassen. 
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Koagulum mehr oder weniger intensiv rot (Reaktson der Oxyphenyl- 
gruppe = Tyrosin). 

a;) Kochprobe: 2cem K. F. werden mit 0,5cem 30proz. Essigsaéure 
aufgekocht. Es tritt Triibung oder ein Koagulum bei Anwesenheit von 
Albuminen auf. 

a,) Identifizierung der Aminoséiuren mit Benzoylehlorid'): 25 cem 
K. F. werden mit viel pulverisiertem Natriumcarbonat und in kleinen 
Portionen mit einem Uberschu6 an Benzoylchlorid versetzt und geschiittelt, 
bis der Benzoylchloridgeruch verschwunden ist. Die abfiltrierte Fliissigkeit 
wird mit Salzsiure angesiuert und zur Abscheidung der benzoylierten 
Aminosauren bei Eiskiihlung stehengelassen. Der gebildete Niederschlag 
wird abfiltriert und getrocknet. Zur Entfernung der Benzoeséure wird 
wiederholt mit Ligroin gekocht. Der unlésliche Riickstand wird aus heiBem 
Wasser umkristallisiert und der F. P. bestimmt. Benzoylalanin: glanzende 
Platten, F. P. = 150 bis 151°. 

b) Essigséure : 

1. Nachweis: 5ccm Destillat werden tropfenweise mit verdiinnter 
Eisenchloridlésung versetzt und aufgekocht. Braune Flocken von basischem 
Ferriacetat oder bei geringen Mengen Essigséure Braunfarbung 
zeigen Essigsaiure an. 

2. Identifizierung: 5cem Destillat werden mit 1 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure und Icem Athylalkohol versetzt und einmal vorsichtig 
aufgekocht. Der Geruch des Essigséiureathylesters zeigt Essigsiure an. 


c,) Ammoniak : 

1. Geruch. 

2. Schwairzung von Merkuroacetatpapier bei der Destillation von 
25ccem mit Natronlauge alkalisierter K. F. 

3. Gelbfairbung bis gelbe Ausfillung mit 2 Tropfen Nesslers Reagens 
in 5ccem Destillat. 

c,) Acetaldehyd : 

1. Nachweis nach Windisch?): Zu etwa 5ccm Destillat, welche sich 
in einer weiBen Schale befinden, wird tropfenweise von einer 10proz. farb- 
losen Lésung von m-Phenylendiaminchlorhydrat zugesetzt. Von der 
Beriihrungsstelle aus erfolgt innerhalb héchstens 4 Minuten Rotgelbfarbung. 
Empfindlichkeit: 1 : 200000. 

2. Nachweis nach Neuberg*): 3 ccm Destillat mit 0,5 ccm einer 4proz. 
Nitroprussidnatriumlésung und | ccm einer 3proz. Piperidinlésung versetzt, 
geben bei Anwesenheit von Acetaldehyd Blaufarbung. Eine genaue 
Priifung dieser Nachweisreaktion ergab fiir wasserige Lésungen mit fallen- 
den Mengen von Acetaldehyd folgende Resultate. 





a Reaktionsveriauf (Rinyreaktion) 


Kontrolle leicht gelbgriin—gelb 


10—5 leicht gelbgriin—gelb 
10-4 violettblau—griin—gelb 
10-3 violettblau—griingelb 
10-2 s a 


1) B. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 82, 2451, 1899. 
*) Windisch, Zeitschr. f. Spiritusindustr. 9, 519, 1886. 
3) Neuberg, Zeitschr. f. Bot. 1918, 8. 11. 
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3. Identifizierung des Aldehyds: 25 ccm Destillat werden mit Essig- 
séure neutralisiert und tropfenweise mit einer verdiinnten wéasserigen 
Lésung von p-Nitrophenylhydrazinchlorhydrat versetzt und iiber Nacht 
stehengelassen. Die Ausscheidungen werden mikroskopisch gepriift (gelbe 
Nadeln), dann auf Mikronutschen abfiltriert und zwei- bis dreimal aus 
destilliertem Wasser umkristallisiert. Der FluBpunkt des so mit reinem 
Acetaldehyd gewonnenen p-Nitrophenylhydrazons wurde zu 129° bestimmt. 


C3) Athylalkohol : 

1. Nachweis: 5 ccm Destillat werden mit 1 ccm verdiinnter Kalilauge 
und mit Jodjodkalilauge bis zur bleibenden Gelbfairbung versetzt, einmal 
aufgekocht und geruchlich auf Jodoform gepriift. Empfindlichkeit 1 : 10000. 


2. Identifizierung: 5 ccm Destillat werden mit 1 Tropfen konzentriertem 
Benzoylchlorid versetzt, gut durchgeschiittelt und tropfenweise verdiinnte 
Kalilauge bis zum Verschwinden des stechenden Geruches zugesetzt. Nach 
schwachem Erwiarmen tritt der aromatisch-angenehme Geruch des Benzoe- 
siureaithylesters auf. Empfindlichkeit 1 : 500. 


II. Die quantitativen Methoden. 


1. Bestimmung der Nitrate und der Nitrite. 

Zur Bestimmung der beiden Anionen nebeneinander wurde die gas- 
analytische Methode von Strecker*) in der Ausfiihrung von Hirsch*) ver- 
wendet. Die analytisch genauere Nitromethode von Busch, welche von 
Franzen und Léhmann*) mit Erfolg bei der Bestimmung der Salpeter- 
vergaérung angewendet wurde, konnte leider hier infolge ihrer zeitraubenden 
Handhabung nicht benutzt werden‘). Das Prinzip und das Wesentliche 
iiber die Ausfiihrung der Methode bei Strecker und bei Hirsch sei zum 
besseren Verstandnis der an dieser Methode notwendig gewordenen Ab- 
iinderungen, speziell in bezug auf die Bestimmung des Nitrats hier kurz 
angefiihrt. 

Strecker hat das gasvolumetrische Verfahren von Gerlinger fiir salpetrige 
Saure 5) und dasjenige fiir Salpetersiure von Schldssing*) kombiniert 
und gibt dafiir folgendes Reaktionsschema an: 


a) Nitritumsatz: 
NH’, + NO, = N, + 2H,0. 
b) Nitratumsatz: 
NO’, + 3Fe” + 4H = NO + 3Fe™ + 2H,0. 
Die Nitritreaktion erfolgt in neutraler, gesittigt wasseriger Ammon- 
chloridlésung, wahrend fiir die Nitratreaktion 30 ccm Eisenchloriirlésung 


(hergestellt durch Auflésen von 20 g Eisen in 100 cem konzentrierter Salz- 
siure) und weiter 20 ccm konzentrierter Salzsiure zugegeben werden. 


1) Strecker, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 51, 997, 1918. 

*) Hirsch, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf.-Krankh. 102, 503, 1924. 

3) Franzen und Léhmann, Hoppe-Seylers Zeitschr. 63, 52, 1909. 

*) Eine kolorimetrische Bestimmung der beiden Anionen konnte 
wegen der bakteriellen Triibung als zu ungenau nicht in Frage kommen. 

5) Gerlinger, Zeitschr. f. angew. Chem. 1901, 8. 1250. 

8) Schléssing, Ann. de chim. et de phys. 40, 479, 1854. 
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Die beiden Gase Stickstoff und Stickoxyd werden im luftfreien CO,- 
Strom im Schiffschen Azotometer mit Quecksilber als Sperrfliissigkeit 
iiber 33proz. Kalilauge aufgefangen und im Eudiometer gemessen. Das 
Azotometer tragt einen Kiihlmantel. Zur Erzeugung eines konstanten 
Stromes von luftfreiem Kohlendioxyd wird ein besonderer Apparat (Kipp- 
prinzip) verwendet. Nach eingetretenem Temperaturausgleich werden die 
erhaltenen Gasvolumina abgelesen und mittels einer Gasreduktionstabelle 
auf Normaldruck und -temperatur berechnet. Aus diesen Werten werden 
direkt die entsprechenden Gewichtsmengen der beiden Saéuren bzw. Salze 
angegeben. Bei guter Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten 
wird fiir eine Doppelbestimmung 1% Stunden beansprucht. Hirsch arbeitet 
genau nach den Vorschriften von Strecker, wobei er die Gase nicht im 
Eudiometer, sondern direkt iiber Kalilauge auffingt und mi®t. Ferner 
14Bt er den Kiihlmantel des Azotometers weg und stellt dieses wihrend der 
Reaktion in ein GefaéB mit kaltem Wasser. AuSerdem gibt Hirsch Belege 
aus der Literatur an iiber die Verwendbarkeit des Streckerschen Verfahrens 
bei Anwesenheit von organischer Substanz. Nach den Angaben bei Hirsch 
wurde nunmehr die Apparatur im Doppel montiert, die nétigen Reagenzien 
(Kahlbaum) hergestellt!) und in der wisserigen Lésung*) die kombinierte 
Nitrat-Nitritanalyse ausgefiihrt. 

Die Resultate von 20 Bestimmungen ergeben sich aus nachfolgender 
Zusammensetzung: 


a) Nitritbestimmung: 
Berechnet: N = 20,31 Proz. 


Gefunden: N = l. min. 18 Proz. 
N = 2. max. 21,4 Proz. 


b) Nitratbestimmung: 
Berechnet: NO = 35,30 Proz. 
Gefunden: NO 1. 35,7 Proz. 
NO = 2. bis 19. = ~ 
NO = 20. 37,3 Proz. 


I 


Bei der Nitritbestimmung differieren die erhaltenen Resultate im 
Maximum 3,4 Proz. Bei der Nitratbestimmung konnte iiberhaupt nur 
zweimal ein zahlenmaéBiges Resultat erhalten werden, wobei dieses zu 
hoch ausfiel und von der Kontrollbestimmung stark differierte. Bei den 
anderen 18 Bestimmungen zeigte sich, daB jeweils nach kiirzerer oder langerer 
Dauer des Reduktionsprozesses (Erhitzen) das Azotometer sich plétzlich 
entleerte bzw. mit Gas fiillte. Dadurch war jede Messung des Nitratstick- 
oxyds unmdéglich geworden. Es war allerdings bei Beginn der einzelnen 


1) Bei der Herstellung der FeCl,-Lésung gelang es nicht, vorschrifts- 
gemaB 20 g Eisen in 100 ccm konzentrierter Salzsaure zu lésen ; das gebildete 
FeC;, scheidet sich als griine Kristallmasse aus, so da8 bei der Nitrat- 
bestimmung eine salzséuregesattigte ]Zisenchloriirlbsung Anwendung finden 
muBte. 

2) 0,5 Proz. Natriumlactat, 0,5 Proz. Natriumchlorid, 0,4 Proz. Natrium- 
nitrit und 0,4 Proz. Natriumnitrat, m/5 Phosphatgemisch, p, = 7,4. 
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Bestimmungen jeweils ein anfainglich konstant bleibendes Volumen von 
Stickoxyd zu beobachten. Ein Weiterfiihren der Reaktion bis zum Ein- 
treten der Wasserdampfkondensation im Azotometer fiihrte dann aber 
regelmaéBig zur plétzlichen Entleerung desselben. 


Aus diesen Erfahrungen ergab sich, daB die Methode zur Nitrat 
bestimmung nur dann richtige Resultate liefert, wenn die Reduktionsreaktion 
unterbrochen wird, bevor die erfolgte Wasserdampfkondensation den 
sichern Endpunkt der Reaktion angezeigt hat. AuBerdem ergibt sich, 
daB itibereinstimmende Resultate von nur einigen wenigen Bestimmungen 
keine Gewahr bieten kénnen fiir die Richtigkeit der gefundenen Analysen- 
zahlen. 

Fiir die von Hirsch (|. c. 509) angefiihrten Beleganalysen ergibt eine 
Nachrechnung folgende Zahlen: fiir 1l,4cem NO (p 760, ¢ 24°) 

34,38 Proz. und nicht 34,88 Proz., und fiir 11,6cem NO (p 769, 
t 24°) = 35,41 Proz. und nicht 35,49 Proz. 

Diese Umstéinde machten eine Modifikation der bestehenden Vor- 
schriften iiber die Nitratbestimmung notwendig. 

Da beobachtet wurde, daB sich das ,,unerwiinschte*’ Gas in dem 
MaBe aus der Sperrfliissigkeit im Azotometer ansammelt, als Salzsiure- 
und Wasserdimpfe daselbst eingeleitet werden, schien folgende Uber- 
legung fiir die vorzunehmende Modifikation bestimmend zu sein. Ein mit 
33proz. Lauge gefiilltes Azotometer von 50 ccm enthalt nach der Theorie 
16,5g KOH"). Wenn im Verlauf der Reduktionsreaktion 45 ccm 36proz. 
Salzsiure eingeleitet werden, so entspricht dies 16,2 g HCl. Diese benétigen 
zu ihrer Neutralisation 24,8 g KOH, so daB 24,8 — 16,5 = 8,3¢ KOH 
hierfiir mangeln. Das hat zur Folge, daB gegen Ende der Reaktion 
die Lauge im Azotometer neutralisiert ist. Es wird daher das gegen 
Ende der Reaktion einzuleitende Kohlendioxyd nicht mehr absorbiert, 
und gleichzeitig muB8B bei auftretender saurer Reaktion das in der 
Sperrfliissigkeit geléste Carbonat unter Abgabe von Kohlenséure zersetzt 
werden. 

Damit war nun erwiesen, daB die unsicheren Analysenresultate durch 
fehlerhafte Angaben iiber die Mengenverhaltnisse der Reagenzien be- 
dingt waren. 


Durch umfangreiche Versuche konnten folgende Angaben iiber die 
Ausfiihrung der Nitratreaktion als brauchbar festgestellt werden. 


Sperrfliissigkeit. . . ... . . . 50proz. Kalilauge*) 
Ferrochlorid, konz. wiss. . .. . 15 bis 20cem 


Salzsiure, konzentrierte .... 5, 8 ,, 

Im folgenden sind die Belege und Resultate einer Anzahl nach den 
modifizierten Angaben ausgefiihrten Nitrit-Nitratbestimmungen  zu- 
sammengestellt. 


1) In Wirklichkeit diirfte eine geringere Menge vorhanden sein, indem 
der eingeleitete Wasserdampf die Lauge merklich verdiinnt. 

*) Die Verwendung von 50proz. Lauge eriibrigt auBerdem die Be- 
riicksichtigung ihrer Dampfspannung, indem eine 50proz. Lauge nach 
Bunsen als trocken angesehen werden kann. (zitiert nach Kiister, Loga- 
rithmische Rechentafeln 1916, 8. 60). 
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NaNO, No N NaNO, NO NO 
, 8 ecm Proz. g com Proz. 
708 16° 0.10 36.9 20.1 0.10 29.9 
oe ns 0,10 36.8 20.1 0,10 29.9 
721 7° 0,04 15,0 20.4 0,04 11,8 ‘ 
724 17° 0,04 14,7 20,3 0,04 11,6 34.8 
725 17° 0.02 7.6 20.6 0.02 6.0 36.1 
0,02 7,7 20.8 0,02 6.0 36,1 


NaNO, berechnet: 20,3 NaNO, berechnet: 35,3 


p == abgelesener Barometerstand in mm. 
t Versuchstemperatur. 


Diese Zahlenwerte diirften beweisen, daB die vorgenommene Modi- 
fikation der Bestimmungsmethode zum Ziel gefiihrt hat') und daB diese 
nunmehr Resultate liefert. welche sich innerhalb der zuldssigen Fehler- 
grenze bewegen. 


2. Bestimmung des elementaren Stickstoffs. 


Die Bestimmung des elementaren Stickstoffs wurde nach der soeben 
fiir die Bestimmung des Nitritstickstoffs beschriebenen Methode ausgefiihrt, 
wobei die konzentrierte Ammonchloridlésung durch Wasser ersetzt wurde. 

Da bei der Bestimmung des Nitritstickstoffs und bei der obigen Be- 
stimmung gasférmiger Stickstoff zur Messung gelangt, wird bei der Be- 
stimmung des Nitritstickstoffs der elementare Stickstoff mitgemessen, 
entsprechend muBten die gefundenen Analysenwerte fiir den Nitritstickstoff 
korrigiert werden. 

Ebenso gelangt auf diese Weise die in der zur Analyse verwendeten 
Menge Kulturfliissigkeit geléste Luft zur Messung und falscht die Analysen- 
zahlen fiir den Elementar- und den Nitritstickstoff*). 


3. Bestimmung des Ammoniakstickstoffs. 


Der Ammoniakstickstoff bzw. das Ammoniak wurde durch Destillation 
der ultrafiltrierten NaOH-alkalischen Kulturfliissigkeit nach Auffangen 
des Destillates in n/10 Schwefelsiure, Riicktitrierung mit n/10 Natronlauge 
und Methylrot als Indikator bestimmt: 50ccem K. F. werden mit 2,5 cem 
10proz. ammoniakfreier Natronlauge und 50 ccm ammoniakfreiem Wasser 


1) Es muB darauf hingewiesen werden, da8 dies nur der Fall ist, wenn 
die Apparatur, besonders die verschiedenen Schliffe derselben absolut 
dicht sind, was nur mit groBen Schwierigkeiten zu erreichen ist. AuBerdem 
werden bei der Bestimmung des Nitritstickstoffs die in der Kulturfliissigkeit 
eventuell gelésten Gase, besonders Luft und elementarer Stickstoff, mit- 
bestimmt und falschen so die Resultate der Analysen des elementaren oder 
des Nitritstickstoffs (s. spaiter), wenn es nicht gelingt, solche Gase zu ent- 
fernen oder zu bestimmen. Die genaue Beriicksichtigung dieser Umstande 
und die starke Abnutzung der Apparatur sowie die groBe Bruchgefahr 
(Entglasen) der teuren Azotometer diirften die Streckersche Methode fiir 
biologische Reihenversuche nicht so empfehlenswert gestalten, wie sie 
nach Hirsch (|. c.) erscheint. 

*) Der Luftgehalt der zur Analyse verwendeten Menge Kulturfliissig- 
keit wurde daher fiir sich bestimmt und in Rechnung gebracht. 
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versetzt. Hiervon werden 50 bis 60 ccm unter Verwendung eines Kugel- 
aufsatzes bei starker Wasserkiihlung in eine Peligotréhre mit 50 cem n/10 


Schwefelsiure abdestilliert. Die iiberschiissige Schwefelsiure wird mit 
n/10 Natronlauge und 5 Tropfen einer 0,05proz. alkoholisch-wisserigen 
Methylrotlésung auf farblos  zuriicktitriert. leem n/10 H,SO, 


= 0,0017034¢ NH,'). 


4. Bestimmung der intramolekularen Atmung 


Die intramolekulare Atmung (I. M.A.) und deren Intensitét wurden 
mittels der Nitroanthrachinonmethode?) bestimmt. 

Entsprechend der Zusammensetzung der verwendeten Kulturfliissig- 
keiten, und da von Lipschitz*) und Bieling*) fiir die Phosphate ein gesteigerter 
Atmungsverlauf beschrieben ist, vor allem aber, um ein konstantes Re- 
aktionsmilieu zu haben, wurde die Nitroreduktion ausschlieBlich in m/10 
Phosphatmischung beobachtet. Die Alkalitét entsprach derjenigen in den 
Kulturfliissigkeiten, ebenso die Temperatur, bei der die Atmungsgrébe 
bestimmt wurde. Alle Versuche wurden vollkommen aseptisch durchge- 
fiihrt. Da die Beobachtungsdauer eine mehrtigige war, wurden die 
»Atmungskulturen“ in groBen, feuchten Kammern im Brutgchrank gehalten. 
Wo nichts Besonderes angegeben ist, wurden die ,,Atmungskulturen™ nach 
folgendem Schema hergestellt: 1 ccm Bakterienkultur®) + lecem Nitro- 
anthrachinonlésung 1:50-+ 8ccm m/10 Phosphatgemisch werden in 
Reagenzréhrchen abgefiillt. Nach gegebenen Zeiten wird die Menge des 
gebildeten roten Aminoanthrachinons durch Vergleich mit Lésungen von 
bekanntem Aminoanthrachinongehalt im Walpoleschen Komparator be- 
stimmt. 


5. Bestimmung der Bakterienvermehrung. 


Die Bestimmung der Bakterienvermehrung (Keimzahl) erfolgte in 
den entsprechenden Verdiinnungen in sterilem Wasser durch die tibliche 
Auszaihlmethode in Nahragar*) py, = 7,4 bei 37°. Die Keimzahl ist in 10° 
pro Kubikzentimeter Kulturfliissigkeit angegeben. 


6. Bestimmung der H-lonenkonzentration. 


Die Bestimmung der H-lonenkonzentration (p,-Wert) erfolgte aus- 
schlieBlich kolorimetrisch nach der Methode Sdérensen-Clark in den friiher 
von mir fiir bakteriologische Verhaltnisse beschriebenen Ausfiihrungen ’). 


1) Vorliegende einfache Ausfiihrung der N H,-Bestimmung wurde det 
Verwendung von Mg(OH), oder der Destillation im Vakuum vorgezogen, 
da hier auf eine eventuelle Bildung von Aminen, welche bei der Destil- 
lation mit NaOH Ammoniak geliefert haben wiirden, keine Riicksicht zu 
nehmen war. 

*) Bieling, Centralbl. f. Bakt., I. O., 90, 49, 1923. 

3) Lipschitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 189, 
1920. 

*) Bieling, Zeitschr. f. Hyg. u. Infekt:-Krankh. 10), 282, 1923. 

5) Welche zur gleichmaBigen Verteflung der Bakterien durch sterile 
Watte filtriert wurde. 

*) Zusammensetzung siehe friiher. 

*) Centralbl. f. Bakt., 1.0., 91, 538, 1924. 
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Lebensbedingungen des Bacterium pyocyaneum in einfachen, chemisch 
wohldefinierten Naihrlésungen. 

Nach Braun und Cahn-Bronner') weist das B. pyoc. ein kraftiges 
und rasches Wachstum in folgender Nahrlésung auf: 


NaNO, oder ENO,. . . O8 Pros. | Nal ....... s+ OB Pres. 
Na-Lactat .... 1 oe A Sei ih 6 sw 5 oso Oe 


neutralisiert mit Sodalésung. 

Da in den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen vorwiegend 
aihnlich zusammengesetzte Naihrlésungen Verwendung finden, wurden die 
Lebensbedingungen des B. pyoc. in derartigen chemisch wohldefinierten 
Nahrlésungen naher studiert. 

Technisches: Je 100 ccm Nahrlésung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 115° wihrend 15 Minuten sterilisiert, die verschiedenen 
Proben mit gleichen Mengen 24stiindiger wasseriger Agar-Abschwemmung 
des Stammes Nr. | beimpft und bei 37° bebriitet. 

Die Herstellung der Nahrlésungen erfolgte, wenn nichts Besonderes 
angegeben, einheitlich fiir alle in dieser Arbeit gebrauchten Nahrlésungen 
nach folgendem Schema: Geeignete, wasserige Salzlésungen von molarer 
Konzentration werden in solchen Volumverhaltnissen miteinander gemischt*), 
da8B Puffergemische mit gewiinschten p,-Werten entstehen. Die iibrigen 
Bestandteile der Nahrlésung werden als neutrale Verbindungen in dem 
Puffergemisch aufgelést, und nach erfolgter Sterilisation wird der p,, -Wert 
der gebrauchsfertigen Nahrlésung bestimmt. 


1. Bedeutung der einzelnen Bestandteile der Nahrlésung fiir das Wachstum des 
B. pyoc. 

Versuch 1: 0,4 NaNO,, 0,5 NaCl, m/10Na,HPO,/KH,PO,, py = 7,4. 
- : 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na,HPO,/KH,PO,, py = 7,4 

: 0,5 Na-Lactat, m/10 Na, HPO,/KH,PO,, py = 7,4. 

0,4 NaN O,, 0,5 Na-Lactat, m/10 Na, H PO,/KH,PO,, py = 7,4. 

0,4 NaN O,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na, H PO,/KH,PO,, 

Pu 7,4. 


orm Ge bo 


Wachstum (W) und Farbstoffbildung (F) nach Stunden. 





Nach Stunden 


Versuch 
24 2 X 24 5 xX 24 7 X 24 15 x 24 20 x 24 
iW — — — ne — — 
l | 22 Je om, pias vo ‘a 
9 |W ~ - _ a _ - 
2 iF ‘% I — Fa rer) ne 9 
oe ee = _ _ — — 
sik eo — ye ces oe al 
4/W ces aa es a TTT +++ +++ +++ 
\ F — —_ — _— —_ > 
g({W.-s | ++ H++ +++ F¢4++ +++ +44 
PAS. 24; ~ ne ‘ne — = + 
+++ == Maximale Bakterientriibung. — = Keine Bakterientriibung. + = Schwache 


Bakterientriibung bzw. Farbstoffbildung. 


') Diese Zeitschr. 131, 251, 1922. 
*) Mc Crudden, United States Public Health Service Reports 1922, 8. 334. 
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Wachstumsverhdlinisse des B. pyoc. in der Nitratnahrlésung 


Py = 7,4"). 








Wachstum nach Stunden oO 24 
Versuch 
24 2x 24) 3 24 | 6 & 24° | 7 & 24" 8 & 24° 60x24* | HNO, HNO, Ends p55 
la > ++ Pe PEE ttt t+ +4) +44) Spur ca.04) 9,2 
lb + +4 ++ 4+4+44+/+4+4/44+4/4+44 - , OA 92 
le + et +5 sien sites oa en aoe solo tet i++ , O04 9,2 
= Bildung einer farblosen zarten Kahmhaut. 
Maximale Bakterientriibung. 
3. Die py-Verhdltnisse. 
a) Phosphat-Karbonatpuffer. 
: = : . m/10 KH,PO 
Nahrlésung: 0,4 NaNO,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, —, , 
Na,CQ,. 
; Antangs- Wachstum nach Stunden 6x 24 
Versuch . 
PH 2x24 3x24 | 4x24 | 6x24 |) HNO, HNO, End-py 
l 6.8 ++ 4 4 Spur ca. < 04 9,2 
2 6,8 + - - 4: ‘ 02, 92 
3 68 + ++ + i 02 9.2 
4 6.8 +4 4. A. ‘4 0.2 92 
] 7.0 4.4 £. fh 41.4 s 2 03 92 
2 7,0 + + + = - 0,2 9,2 
3 7.0 4. of. 4 of + mi at 0.2 9.2 
l 7,2 +-+- + +++ ‘ - 0,2 9,2 
2 7,2 ot ++ +--+ + _ - 0,1 9,2 
: wh >) +4 bitte! » O2] os 
7,2 rt ++ ry ras ” s 0,0 9,2 
] 7, - 4 ++ + + + - . 0,1 9,2 
> 74 ++ me tu oe er ? 7 0.0 9,2 
3 74 ot + + tos ++-+ iS “ 0.0 9,2 
l 7,6 ++ | ++ t+ | +++ s , Of; 93 
2 7,6 poe hoe cones ++-+ + » <a 9,2 
3 7,6 ++ + +4 +4 ste 0 0.0 9,2 





Maximale Bakterientribung. 
Sehr geringe Bakterientriibung. 


1) Siehe vorhergehenden Versuch 5. 
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b) Reiner Phosphatpuffer. 





m/5 KH, PO, 





Nahrlésung: 0,4 NaNO,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, Na, HPO,. 
Antangs- Wachstum nach Stunden 4x 24 
PH 24 2x24 3x 24 4x24 HNO, HNO, | Endsy,, 
5.6 - ‘a, < 04 Spur 5.6 
5,7 tT + + . <~< 04 " 5,7 
5,9 } + “+ i, <Of 59 
6,2 “+ ++ » <4 - 6.3 
6,4 ~ ++  , O38 ca. O1] 65 
6.6 + 4 o3) . 0,1 6.7 
6.8 dp fh, } +++ os O23; . 0.2 6.9 
7,0 + bon pf pa 0,2 0,2; 7,2 
75 + +-4 + + +++) 0,2 0.2; 77 
77 $4 ++4 + +++) 02:. 0.2; 82 
7.9 oe 4-4-4 -t+) +++4)) . Ol'. 03. B88 
8,1 aoe +++ | +++) +++): , 0,1 03) 89 
4 Maximale Bakterientriibung. 
+++) Maximale Bakterientriibung mit Farbstoffbildung 


Keine Bakterientriibung. 
= Ganz geringe Bakterientriibung 


4. Die Karbonat- und Phosphatpufferung bei normaler und bei verminderter 


O,-Tension. 


Nahrlésung : 
1. 0,4 NaNO,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 Na, H PO,,/KH,PO,, 


Py = 7,4. 


Pu 7,4. 


0,4 NaNO,, 0,5 Na-Lactat, 0,5 NaCl, m/10 KH, PO, Na,CO,, 


Die beiden Nahrlésungen wurden je frei und in feuchten Kammern 
im Brutschrank gehalten. 





Wachstum 
nech Frei Feuchte Kammer 
24 Std. . ++ _— 
3 x 24 Std. t+ ++-fF 
4x24 , } i 
& x 24: . bo of ws 
HNO, er “i 
HNO, ca. 0.2 ca, 0,2 
Farbstoff + _ 
End-py . 9.0 9.0 


++4 


1. Phosphatpuffer 


= Maximale Bakterientriibung 
Keine Bakterientribung 


2. Carbonatpuffer 


Frei 


+++ 


oh a of. 


Spur 
ea. 03 


92 


Feuchte Kammer 


Spur 
ca, 0.3 


9 9 
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Ergebnisse der Versuche 
iiber die Lebensbedingungen des Bacterium pyocyaneum in einfachen, 
chemisch wohldefinierten Lisungen. 


Natriumnitrat als einzige N-Quelle und Natriumlactat als einzige 
C- Quelle erméglichen dem B. pyoc. ein relativ rasches und iippiges Wachstum, 
wobei jeder Bestandteil der Braun- und Cahn-Bronnerschen Nahrlésung 
lebenswichtig ist, ausgenommen das Natriumchlorid, welches anscheinend 
lediglich die Geschwindigkeit der Pigmentbildung des Bakteriums beein 


fluBt'). 


Die Umsetzungen der N-Verbindungen gehen relativ langsam vor sich. 
Die Salpetersiure wird zu etwa 100 Proz. in salpetrige Saéure iibergefiihrt. 
Ein Abbau dieser scheint nur in geringerem Mae zu erfolgen, was das 
Fehlen des weiteren Abbaues bis zum elementaren Stickstoff versténdlich 
macht. 


Beim Nitratabbau scheinen auBerdem alkalische Produkte, wahrschein- 
lich Ammoniak, gebildet zu werden. Daneben spricht das Alkalischwerden 
der Nahrlésung (End-pq = 9,2) ferner fiir einen Abbau der sauren Kom- 
ponente des m/10 Phosphatpuffers?). Dieselbe Erscheinung ist beim 
m/10 Phosphat-Karbonatpuffer zu beobachten. Die anfanglich auf ver- 
schiedene p,-Werte eingestellten Nahrlésungen erreichen nach gleichen 
Wachstumszeiten alle denselben End-p,-Wert. Immerhin laBt sich fest- 
stellen, daB mit steigendem Anfangs-p,-Wert die Umsatzgeschwindigkeit 
der Salpetersiure zunimmt. 


Das m/5 Phosphatgemisch dagegen kann praktisch als konstanter 
Puffer angesehen werden. 


Die py-Werte fiir die Wachstumsbreite betragen 5,6 bis 8,1 und héher. 
Das Wachstumsoptimum reicht von p, 6,4 bis 8,1 und hdéher. Ein 
Wachstumsmaximum wurde direkt nicht festgestellt; es diirfte aber un 
gefahr bei p,, 9,2 liegen (s. oben). Das Wachstumsoptimum fallt nicht 


') In Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Braun und Cahn- 
Bronner (Centralbl. f. Bakt., I. O., 86, 202). Ein Ersatz des Natrium- 
chlorids durch Ammonchlorid zeitigt dasselbe Resultat. Es scheint auch 
hier ganz analog den Ergebnissen von meinen noch nicht verdffentlichten 
Untersuchungen iiber den Mechanismus der Pigmentbildung bei Bakterien, 
besonders beim Bakt. prodig., da8 primar meistens eine Leukoverbindung 
gebildet wird, welche unter Mitwirkung von Katalysatoren durch den 
Luftsauerstoff in das echte Pigment iibergefiihrt wird. Die Wirkungs- 
weise der untersuchten Katalysatoren: Alkalien, Erdalkalien, besonders 
Mg, dann Cr, Mn, Fe und Platinschwamm (die Anordnung entspricht 
deren gesteigerter Wirkung) bestiinde demnach lediglich in der Ver 
starkung der Kondensationsméglichkeit des Luftsauerstoffs an der Ober- 
flache der Bakterien im Sinne einer Erhéhung der wirksamen Masse des 
Sauerstoffs. 


2) Diese alkalischen Abbauprodukte kommen im wesentlichen hiertii 
nicht in Frage, indem die qualitative Untersuchung der Stoffwechsel- 
vorgange ergibt, daB der Puffer meistens nur wenig oder gar kein Ammoniak 
gebunden halt (s. spéter). 
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mit der optimalen Denitrifikationsintensitat zusammen. Das p,-Optimum 
fiir die Denitrifikation liegt zwischen Py 7.4 bis 9,0, wo etwa 75 Proz. 
Salpetersiure umgesetzt werden. Die saure Phase (py 6,4) zeigt, bei 
etwa gleicher Wachstumsintensitat, keinen oder nur einen geringen Umsatz 
der Salpeterséure. In der alkalischen Phase dagegen ist nicht nur die 
Wachstums- und Denitrifikationsintensitét begiinstigt, sondern auch die 
Pigmentproduktion des B. pyoc. 

Zwischen der Phosphat- und der Karbonatpufferung bestehen weder 
bei normaler, noch bei verminderter O,-Tension praktisch bedeutungsvolle 
Unterschiede im Ablauf der Stoffwechselvorgange. 


Der qualitative Stoffwechsel. 

Technisches: Je 100 ccm Nahrlésung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 110° wahrend 15 Minuten sterilisiert, die Proben 
mit gleichen Mengen 24stiindiger wasseriger Agar-Abschwemmung des 
Stammes Nr. 1 beimpft und bei 37° bebriitet. Nach den angegebenen 
Zeiten (Alter) wurden die verschiedenen Kulturen ultrafiltriert und hernach 


analvsiert. 


A. Nitrat-Milchsdure bzw. Brenztraubensduresystem. 


Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 Na,PO,/KH,PO,, py 7.4 N. L.,'). 

1’: Parallelversuch zu Versuch 1. 
2: N. L.. + 0,1 Proz. Na,SO,.10H,O, py 7,4. 
2’: Parallelversuch zu Versuch 2. 
3: N. L.g + 0,04 Proz. Brenztraubenséure (B.T.S.), py 7,4. 
3’: Parallelversuch zu Versuch 3. 
4: N. L., + 0,1 Proz. Na,SO,.10H,O + 0,04 Proz. B. T.8., 

Pu 7,4. 

4’: Parallelversuch zu Versuch 4. 
5: N. Ly, py = 6,6. 
6: N. Li. + 0,04 Proz. B. T.8., py 6,6. 
7: N. Lo?) + 0,2 Proz. B. T. S., py = 6.6. 
8: N. L.9*) + 0,2 Proz. B. T. 8., py = 7,6. 
8’: Parallelversuch zu Versuch 8. 
9: N.L. KH,PO,/Na,CO,, py 7,6. 
10: N. L..*) + 0,2 Proz. B. T. 8.. KH,PO,/Na,CO,, py = 7,6. 
ll: N.L. KH,PO,/Na,SO, (etwa 1Proz. Na,SO,.10H,0O), 


Pu 7.0. 
12: N. L..?) + 0,4 Proz. B. T. S., KH,PO,/Na,S0O,, Py = 7,9. 


1) N. L., = Néhrlésung mit Nitrat als N-Quelle. 
2) Milchsaéure ist durch Brenztraubensdéure ersetzt. 
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Alter der Kulturen in Tagen 


4 7 


Kultur mit uberaus kraftiger Kahmhaut. 


Maximale Bakterientrubung bzw. Farbstoffbildung. 
Keine Bakterienbildung bzw. Farbstoffbildung. 
Schwache Bakterienbildung bzw. Farbstoffbildung 
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[i. Chemischer Befund. 
s — ° = z 
- - ~ wo > . 
ee he Sidei et ios i dif Fi ai elisis 
= ce 2: S s = c 
Rie O C eigsiaif&s!é#£i ge! gs ais fr} § 
Si*) 2 2/9 lag 8 217) s2) 2 3) 2 lSe) 2 
0 Cone oe) ie eee oe we ee oe ee 
= . = = < <C —— = 
1 | 4, — -— — oe _- 74 
l 2 —_ — —_ — — 74 
1’ 3 } —- — — i+ — 7,4 
2 3 —_ — —_-_ — — 74 
2’ || 10 —_-_ — - - =~ 74 #74 
32 + _ —_ — - — - 74 74 
yy 10 7,4 | 7, 
. - —- = - od i4 i4 
4 3 + — — | — + 74 74 
4’ 10 + + — + — 74 90 
5 3 - _ — — 6.6 | 6.6 
6 2 j j —_ a j 7 ame [<b aeg! am + 66 6.6 
7 3 an " | —_ rt + ann 4 66 638 
S31 <a Se ee eee a 1 76! 7.6 
8’ 3 _— cm _ 4 one. | ae. | oh — + 7,6) 7,8 
9 3 +i—,4 = | — i++ — - 7,6 7.6 
10 3 = fof ee i +i— + +--+ + 7,6 7.6 
il 4 ad - n i 7.0 | 7.0 
12 4 rm et ee 7.070 
+ == positiver, = negativer Befund, = nicht geprift. 


Einige nahere Angaben uber obige Reaktionen : Biuretreaktion : blauviolett. *Brenztraubensaure 
phenylhydrazon: F. P. = 184 bis 185°. *Acetaldehyd-p-Nitrophenylhydrazon: F. P. 128 bis 
129°. Aminosaurenbenzoylat: Spuren. F.P. nicht bestimmbar. Wo * fehit, reichte die aus 
geschiedene Menge der Phenylhydrazone nicht zur Gewinnung eines Flufpunktes aus. 


B. Ammonchlorid-M ilchsdure bzw. Brenztraubensdures ystem . 


Versuch 1: 0,25 Proz. NH,Cl, 0,25 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py 7,6 N. L.; *). 


1’: Parallelversuch zu Versuch 1. 
2: N.L.,, Py = 6,6. 
2’: Parallelversuch zu Versuch 2. 
3: N.L.,*) + 0,4 Proz. B. T. S., Py 7,6. 
- 3’: Parallelversuch zu Versuch 3. 
be 4: N.L.,?) + 0,4 Proz. B.T. S., py = 6,6. 
4’: Parallelversuch zu Versuch 4. 
~ 5: N.L.,, KH,PO,/Na,CO,, py 7,8. 
‘ 6: N. L.,?) + 0,4 Proz. B. T. S., KH,PO,/Na,CO,. py 8,0 
7: N. L,., KH,PO,/Na,SO, (etwa 1 Proz. Na,SO,.10H,0O), 
Pu 7,0. 
m 8: N. L.,*) + 0,4 Proz. B. T. 8., KH,PO,/Na,SO;, py, = 7.0. 


‘\ 


') N. L., = Nahrlésung mit Ammonchlorid als N- Quelle. 
?) Milchsdéure ist durch Brenztraubenséure (B. T. S.) ersetzt. 
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Alter der Kulturen in Tagen 





Versuch 
2 3 4 
1 | W 
| F 
vi W 
| F — 
sia 
“\F . 
» |W 
*i zs one on — 
Py hs 
3 iF 
iW 
» . 
| F - — — 
4 | Ww 
| F - 
yiW 
iF - o— — 
; | W 
°F - “i = 
¢ |W 
| EF —_ —_ 
eit 
‘ | F - — —_ 
3 |W 
\F aA sh eon 
+ Maximale Bakterientrubung. = Keine Bakteriens bzw. Farbstoffbildung 
11. Chemischer Befund. 
€ - rs 
7 . € ; & ~~ <s . by 
Pe iy 4 iaei fg 28 214, 12/8 #./ 8 
2 = ~ = = 6 -* 2 © = se ° . 4 Se — 
2 e ~ > iBsi $ | Ss &!i@s 3 = 2s esi 2 
ra | Z 6 oa4\85 S44 «4 es -@ | > 38) a 
~ = 1 > =5 o x? - > = 5} 
> o = E st : oe S § 8 = z = “ 
= < Zz 2 Z & > Ss a = : 
< = = ; a: _ ~y 
l 2 a — 7.6 7.6 
I s r . - — 7,6 76 
2 2 _ _ — - 6.6 64 
2’ s ‘ exis 4 ae 66 | 66 
3 : a af as . med = t 7.6 7.6 
3’ S ‘cad - i . — 7.6 7.6 
4 2 is . L ; 6.6 6.6 
4’ s - = — — 6.6 64 
5 4 - _ 7,8 7,8 
6 4 — - — t 8.0 gO 
7 4 — — - 70 7.0 
8 4 — — t + 70 70 
+ == positiver, negativer, Befund. nicht gepruft 
Anmerkung: Die Menge der ausgetiliten Phenylbydrazone richie nie zur Gewinnung eines 


FluBpunktes aus. 
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C. Pepton-M ilchsduresystem. 


Versuch 1: 1 Proz. Pepton ,,Siegfried“*, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5 KH,PO,/Na,HPO,, pq = 7,6 = N.L.,'). 


1’: Parallelversuch zu Versuch 1. 


I. Kultureller Befund. 
Ww Bakterienwachstum, F = Farbstoffbildung. 





Alter der Kulturen in Tagen 
Versuch 


3 


7 ee + 44%) 
| F 


| 
a 


“PE bP+H+**) 4448) 
Pe T 
+++ = Maximale Bakterientriibung bzw. Farbstoffbildung. 


*) Intensives Bakterienwachstum mit Bildung ciner fellartigen Kahmhaut. 
**) Schleimig-gallertige Masse, etwa '/, des Volumens, welche sich durch Papier abfiltrieren laft. 


II. Chemischer Befund. 





Alter in Tagen 
Ammoniak 
Ninhydrin- 
reaktion 
Biuretreaktion 
Millons 
Reaktion 
Kochprobe 
Brenztrauben- 
saure 
Acetaldehyd 
Essigsaure 
Py-Antangs- 
wert 
Py SchluBwert 


aS 
wm! 
> @ 


— + + 


+ positiver, — = negativer Befund. 

*) Gelbes, stark blau fluoreszierendes Filtrat. 

**) Olivgelbes bis griines, leicht blau fluoreszierendes Filtrat. 

Anmerkung: Das verwendete Pepton ,Siegfried* zeigt in 1 proz. Losung folgende Eigenschatten 
Ninhydrinreaktion: +++ (violettblau) Millons Reaktion: +++ (Koagulum u. Lésung rein rot) 
Biuretreaktion : +++ (rotviolett) Kochprobe : _ 

Einige nahere Angaben iiber die Reaktion der Kulturfiltrate 

Versuch 1. Versuch 1’. 
Ninhydrinreaktion: violettblau violettblau 
Biuretreaktion : rosaviolett violett, beim Erhitzen rosaviolett 


Ergebnisse der Versuche iiber den qualitativen Stoffwechsel des B. pyoe. 


I. Kultureller Befund (Wachstum und Farbstoffbildung). 


Es zeigt sich, daB das Wachstum und die Farbstoffbildung des B. pyoc. 
in weitgehendem MaBe durch die Qualitaét der N- Quelle der Kulturfliissigkeit 
beherrscht wird. Der C- Quelle kommt nur in Verbindung mit der N- Quelle 
oder bei Anwesenheit von Sulfiten ein bestimmender EinfluB zu. 

Das Wachstum bzw. die Farbstoffbildung ist nur maximal in der Nahr- 
lésung mit Pepton als N-Quelle (N. L.,), und zwar in qualitativer*) wie 
in quantitativer Hinsicht. Ferner ist in dieser Nahrlésung die Geschwindig- 


1) N. L., = Nahrlésung mit Pepton als Stickstoffquelle. 
2) In bezug auf die Farbstoffbildung, indem neben dem griinen 
Bacteriofluorescin auch das blaue Pyocyanin gebildet wird. 
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keit des Bakterienwachstums ungefahr gleich groB wie diejenige der Farb- 
stoffbildung, und sie erreicht ebenfalls nur hier einen maximalen Wert. 

In der Nahrlésung mit Nitrat als N-Quelle werden ahnliche maximale 
Verhaltnisse nur bei Anwesenheit von Natriumsulfit unter 1 Proz. nur fiir 
das Bakterienwachstum und zeitlich bedeutend spaiter annahernd erreicht 
(Versuche 2’ und 4’). Fiir die Farbstoffbildung liegen hier weit ungiinstigere 
Verhaltnisse vor, indem eine solche nur in geringem MaBe und zeitlich spat 
auftritt. Die Anwesenheit von Brenztraubensaure (Versuch 4’) beschleunigt 
die Farbstoffbildung merklich; in quantitativer Hinsicht scheint aber die 
C-Quelle keinen Einflu8 zu haben. Diese beschleunigende Wirkung der 
Brenztraubenséure kommt auBerdem in den Versuchen 8, 8’ und 10 deutlich 
zur Geltung, indem dort entsprechend der fiinfmal héheren Konzentration 
der Saéure die Geschwindigkeit der Farbstoffbildung beinahe ihr Maximum 
erreicht bei mittelmaBigem Bakterienwachstum, wahrend unter den gleichen 
Bedingungen die Brenztraubensaure allein (Versuche 3 und 3’) die Farbstoff- 
bildung nicht zu beeinflussen scheint. 

Die GréBe und die Geschwindigkeit des Bakterienwachstums und die 
der Farbstoffbildung entsprechen also hier einander nicht, sondern unter 
dem EinfluB der C-Quelle (Brenztraubensdure) wird die Menge und die 
Bildungsgeschwindigkeit des Farbstoffs gréBer. In der Nahrlésung mit 
Nitrat als Stickstoffquelle (N.L.,) ohne Sulfit oder Brenztraubenséure 
(Versuche 1, 1’ und 9) ist ein noch schwacheres Bakteri@nwachstum zu 
konstatieren, wobei ein ganz geringer Zusatz von Brenztraubenséure keinen 
merklichen EinfluB zu haben scheint (Versuche 3 und 3’). Die Farbstoff- 
bildung fehlt hier iiberhaupt. 

Die geschilderten Verhiltnisse fiir das Reaktionsmilieu py = 7,4 
bis 7,6 entsprechen insoweit denjenigen fiir ein solches von py = 6,6 in 
der Nahrlésung mit Nitrat als N-Quelle (N. L.,.) und derjenigen mit einem 
Zusatz von 0,04 Proz. Brenztraubensaure, als bei fehlender Farbstoffbildung 
ein gehemmtes Bakterienwachstum vorliegt (Versuche 5 und 6). Ein anderes 
Verhalten kommt im Reaktionsmilieu p,, = 6,6 mit Zusatz von 0,2 Proz. 
Brenztraubenséure zum Ausdruck. Eine Hemmung in der sauren Phase 
scheint hier fiir das Bakterienwachstum nicht wirksam zu sein, und bei 
positiver Farbstoffbildung verlaiuft diese beinahe gleich derjenigen in der 
alkalischen Phase (Versuche 7 und 8). 

Aus diesem Sachverhalt lat sich der SchluB ziehen, daB die Vorginge 
bei der Farbstoffbildung beim B. pyoc. nicht allein von allgemein optimalen 
Lebensbedingungen abhangig sind, sondern von der Geschwindigkeit, mit 
der in einem solchen Milieu gewisse Reaktionen verlaufen, indem die 
Wirkung der Brenztraubenséiure nach den gemachten Erérterungen vor 
allem in der Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit besteht. 

In der Nahrlésung mit Ammonchlorid als N- Quelle (N. L.,) ist in allen 
Versuchen ein gleichmaBiges, aber am stirksten gehemmtes Bakterien- 
wachstum vorhanden. Die Farbstoffbildung fehlt hier vollstandig. Weder 
Sulfit noch Brenztraubensaéure iiben irgendwelchen sichtbaren Einflu8 
aus; ebensowenig ist cin Wachstumsunterschied in den beiden Reaktions- 
phasen zu beobachten. 


II. Chemischer Befund. 
A. Im Nitrat-Milchséure- bzw. Brenztraubensiuresystem fiihrt die 
Dissimilation der N-Quelle (Salpetersiure) iiber salpetrige Saéure zu 
Ammoniak. Die Assimilation des Stickstoffs dieser Verbindung fiihrt 
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iiber Aminoséuren (Alanin) und zum Teil iiber hitzekoagulable Stoffe 
(Albumine) zum BakterieneiweiB. 

Die C- Quelle (Milchséure) erfahrt eine Dissimilation zu Brenztrauben- 
siiure, welche weiterhin in Kohlendioxyd und Acetaldehyd zerfallt, der 
zu Essigsiure oxydiert wird oder die Cannizzarosche Umlagerung erfahrt 
unter Bildung von Athylalkohol und Essigséure. 

Da der Abbau der N-Quelle gleichzeitig mit dem der C- Quelle erfolgt, 
und da sich im Assimilat (BakterieneiweiB) ebenfalls beide Komponenten 
vorfinden, miissen diese Lebensvorgange kombiniert werden. Das folgende 
Schema stellt den Versuch dar, eine derartige Kombination zu veran- 
schaulichen : 


HNO, — HNO, — NH, 
Bakterieneiweif 
CH,.CHOH.COOH-+CH,.CO. COO H-+CH,.CHNH,.C OOH->(Albumin?) 


#CoH;OH 
A 
CO, + CH, . CHO*) 
| CH,.COOH 
CH, .COOH 


B. Im Ammonchlorid-Milchsaéure- bzw. Brenztraubenséuresystem fehlt | 
gegebenerweise eine Dissimilation der N- Quelle, desgleichen fehlt die stufen- 
weise Assimilation. Das Ammoniak scheint direkt assimiliert zu werden. ( 

Die Dissimilation der C- Quelle fiihrt auch hier iiber die Brenztrauben- 
siure zu den Endprodukten Athylalkohol und Essigséiure, wobei aber hier 
diese Zwischenstufen anscheinend nur spurenweise gebildet werden. 


C. Im Pepton-Milchséuresystem fiihrt die Dissimilation der N-Quelle 


neben Vermehrung der hitzekoagulablen Stoffe (Albumosen) und Amino- . 
siuren zur Bildung von Ammoniak. Die Assimilation dieser Stickstoff- { 
verbindungen zum BakterieneiweiB scheint iiber hitzekoagulable Stoffe . 
vor sich zu gehen (positive Kochprobe der Kulturfliissigkeit). : 
Eine stufenweise Dissimilation der C-Quelle (Milchséure) iiber die . 
Brenztraubensaéure ist hier nicht zu beobachten. Erstere diirfte eventuell 
gar nicht angegriffen werden, indem die beobachtete Essigséiure als Abbau- | 
produkt der Aminosaéuren angesprochen werden kann, oder dann liegt ein i 
unmittelbarer Abbau der Milchséure zu Kohlenséure und Wasser vor. re 
Die Beziehungen der verschiedenen Stoffwechselvorgainge unterein- 
ander, insbesondere der Verlauf ihrer Warmeténung, sowie ihre Bedeutung tr 
fiir die intramolekulare Atmung und die Toxinbildung sollen spater in te 
einem gréBeren Zusammenhang diskutiert werden. Hier seien vorerst ~ 
einige wichtige Ergebnisse der verschiedenen Versuche iiber den qualitativen D 
Stoffwechsel prazisiert. 
Aus dem Versuchsprotokoll des Nitrat-Milchsdure- bzw. Brenztrauben- 
sduresystems l4Bt sich entnehmen, daB die verschiedenen unter A kurz 
charakterisierten Stufen des Abbaues je nach den verschiedenen Bedingungen 
mehr oder weniger deutlich auftreten und nachgewiesen werden kénnen. al 
Sie kénnen aber auch ganz fehlen oder, wenn sie auftreten, im Verlaut des : 
Abbaues sofort wieder in den Stoffwechsel einbezogen werden. - 


*) Cannizzarosche Umlagerung. 
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Von Einflu®8 ist hier das Alter der Kulturfliissigkeit bzw. das Alter 
der Bakteriengenerationen. In den ersten Generationen (etwa halbtagige 
Kulturen) schreitet der N-Abbau héchstens bis zur Stufe der salpetrigen 
Saure fort; der C-Abbau dagegen erfolgt unter Bildung von Brenztrauben- 
siure bis zu Essigsiure, wobei die Aldehydstufe nicht nachzuweisen ist. 
Es ist anzunehmen, da8B, wenn Ammoniak gebildet wurde, dasselbe sogleich 
von den Bakterien aufgezehrt wird. Assimilationsprodukte sind keine 
nachweisbar, und es werden wohl auch keine gebildet, was dem geringen 
Bakterienwachstum entsprechen diirfte (Versuch 1). In den dreitagigen 
Kulturen ist meistens Ammoniak vorhanden, das dann auch in den zehn- 
tagigen Kulturen noch vorhanden bzw. neu gebildet ist. Fiir den Abbau 
der Salpeter- und der salpetrigen Saéure, der hier einsetzt'), liegen andere 
Verhaltnisse vor. Der Abbau der ersteren geht im wesentlichen bis zur 
volligen Eliminierung der Salpeterséure zugunsten der salpetrigen Séure. 
Beim C-Abbau der dlteren Kulturen scheint die Aldehydstufe ebenfalls 
nicht bestandig zu sein, ausgenommen in saurem Reaktionsmilieu (Ver- 
such 7) oder bei Anwesenheit von Karbonaten (Versuch 10) und wo von 
Anfang an gréBere Mengen Brenztraubenséiure vorhanden sind. An Stelle 
des Aldehyds tritt als Endreaktionsprodukt iiberall Essigsiure auf. DaB 
der Aldehyd wirklich gebildet wird, beweisen indessen die Versuche 11 
und 12, wo dieser im Moment seines Entstehens an Sulfit gebunden vor 
weiterem Abbau geschiitzt und nachgewiesen wurde. Die Versuche 9 und 10 
dagegen belegen, daB bei Anwesenheit von Alkalikarbonaten aus dem 
Aldehyd tatsachlich die Cannizzarosche Umlagerung zu Athylalkohol und 
Essigséure fiihrt. 

Die Bildung der Assimilationsprodukte ist eine sehr ungleichmaéBige 
und scheint vor allem vorwiegend erst in den spaiteren Phasen des Wachs- 
tums zu erfolgen®) (Versuche 4’ und 5). Die Bildung von Aminoséuren 
(Alanin), also die Kombination des Ammoniaks mit der Brenztraubensaure, 
diirfte bewiesen sein*) (Versuche 4, 4’, 5, 6, 7 und 10). Es zeigte sich aber 
ganz deutlich, daB die Bildung dieser Assimilate durch Anwesenheit von 
Brenztraubenséure und Natriumsulfit begiinstigt wird (Versuche 4’, 6, 7 
und 10). 

Das Reaktionsmilieu diirfte fiir die assimilatorische Phase der Abbau- 
vorginge nicht von Bedeutung sein (Versuche 5, 6 und 7). Fiir die dissi- 
milatorische Phase (Denitrifikation) werden die friiheren Ergebnisse be- 
statigt*). 

Aus dem Versuchsprotokoll des Ammonchlorid-Milchsdure bzw. Brenz- 
traubensduresystems 1aBt sich entnehmen, daB der unter B kurz charak- 
terisierte Abbau wesentlich einférmiger verlauft als im vorigen System, 
wobei zudem nur die dissimilatorische Phase des Abbaus einigermaBen 
Differenzierungen erkennen laBt. 


') Siehe die quantitativen Stoffwechselvorgange. 

2) Wobei die Frage offen bleibt, ob es sich hier nicht um Bakterien- 
abbauprodukte handelt. 

3) Da8B die Ninhydrinreaktion nur in zwei Fallen positiv ausfiel, diirfte 
in der relativ geringen Empfindlichkeit dieser Reaktion gegeniiber der 
Biuretreaktion zu suchen sein. Vgl. die betreffenden Angaben im Kapitel 


7 2 “ 4 
, Nachweismethoden“. 
*) Vgl. das Kapitel ,,Lebensbedingungen des B. pyoc. in einfachen, 
chemisch wohldefinierten Nahrlésungen“. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 
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Der EinfluB der verschieden alten Kulturen bzw. Bakteriengenerationen 
zeigt sich hier darin, daB der in den zweitagigen Kulturen als Brenztrauben- 
siure gebildete Acetaldehyd nach 8 Tagen vollstandig zu Essigséure ab- 
gebaut ist, wobei in den zweitagigen Kulturen regelmaBig Acetaldehyd, 
wenn auch in geringen Mengen, nachzuweisen ist. Weder Brenztrauben- 
saure noch Acetaldehyd ist in den achttagigen Kulturen noch nachzuweisen, 
in welchen sowohl bei alkalischer als auch bei saurer Reaktion die Milch- 
siure primar durch aquimolare Mengen Brenztraubensaure ersetzt worden 
war (Versuche 3’ und 4’). Es diirfte also hier der Brenztraubensaure eine 
die Abbaugeschwindigkeit bestimmende Eigenschaft zukommen, welche 
von der Wasserstoffionenkonzentration nicht wesentlich beeinfluBt werden 
kann. 

Auch hier fiihrt die Cannizzarosche Umlagerung zur Bildung von 
Athylalkohol und Essigséure bei Anwesenheit von Alkalikarbonat (Ver- 
suche 5 und 6), wohingegen die Anwesenheit von Brenztraubenséure und 
von Natriumsulfit keinen wesentlichen EinfluB auf den Reaktionsverlauf 
dieses Systems auszuiiben scheint (Versuche 7 und 8). 

Die chemischen Umwandlungen im _ besprochenen Ammonchlorid- 
system erscheinen gegeniiber denjenigen im Nitratsystem allgemein trager 
und weniger tiefgreifend und daher energieirmer zu verlaufen. 

Aus dem Versuchsprotokoll des Pepton-Milchsduresystems \aBt sich, 
wie unter C oben bereits angedeutet, mit Sicherheit iiber die chemischen 
Umwandlungen, welche die C- Quelle (Milchséure) erfahrt, nichts entnehmen. 

Uber die chemischen Veranderungen, welche die N-Quelle erleidet, 
seien folgende Angaben gemacht: Die dissimilatorische Phase der zwei- 
tagigen Kultur baut unter Bildung von viel Ammoniak nicht nur die 
biureten N-Verbindungen (Albumosen), sondern auch die primar vor- 
handenen Aminoséiuren ab. Dabei werden die, welche die Miéillonsche 
Reaktion geben (Oxyphenyle = Tyrosin) interessanterweise  ginzlich 
eliminiert'). In diese Phase fallt eine kraftige Produktion des Pyocyanin- 
farbstoffes. Eine weitere Dissimilation (Denitrifikation) ist nicht zu beob- 
achten, aber auch keine Assimilation (Nitrifikation) desselben zu Nitrit 
oder Nitrat?). 

Die assimilatorische Phase liefert bereits neben hitzekoagulablen 
Stoffen (Albumin?) eine groBe Menge von Bakterieneiwei8, das wohl in 
erster Linie als Assimilat des Ammoniaks angesprochen werden mu *), 
indem bei der zehntaigigen Kultur (Versuch 1’), eine weitere Bildung von 
Ammoniak nicht mehr zu beobachten, sondern dasselbe beinahe ver- 
schwunden ist‘). In der dissimilatorischen Phase zeigen sich auch hier 
keine weiteren Veradnderungen; die Bildung von Essigséiure nimmt noch 
etwas zu. In der assimilatorischen Phase nimmt die Bildung von hitze- 
koagulablen Stoffen ihren Fortgang, wihrend die Produktion des Bakterien- 
eiweiBes ins Ungemessene gesteigert ist; das erstmals gebildete Pyocyanin 
dagegen scheint abgebaut und nicht mehr gebildet zu werden. 


1) Auf diese Tatsache wird spater noch zuriickzukommen sein. 

2) Wobei eine Bildung von kleinen Mengen Nitrit trotzdem nicht aus- 
geschlossen ist, indem dieses von den Bakterien sogleich wieder aufgezehrt 
werden kann. 

3) Welches, wie schon friiher angedeutet, auch als Dissimilat des 
BakterieneiweiBes gedeutet werden kann. 

*) Dabei scheint auch die Assimilation der Phosphorséure eine weit- 
gehende zu sein. 











in 
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Die chemischen Umwandlungen im Pepton-Milchséuresystem kénnen 
als die tiefgreifendsten und intensivsten der drei untersuchten Systeme an- 
gesprochen und miissen demnach auch als die energiereichsten betrachtet 
werden. 

Der quantitative Stoffwechsel. 

Technisches: Je 100 ccm Nahrlésung, deren Zusammensetzung unten 
angegeben, wurden bei 110° waihrend 15 Minuten sterilisiert, die Proben 
mit je 0,lcem einer 24 stiindigen, wasserigen Agarabschwemmung') des 
Stammes Nr. 1 beimpft und bei 37° in feuchten Kammern bebriitet. 
Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 

m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py = 7,4 = N. Lo’). 
2: 0,4 Proz. NaNO,, 1,0 Proz. Pepton ,,Siegfried*‘, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py = 7,5 = N. L.,*). 
3: 0,25 Proz. NH,Cl, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 KH,PO,/Na,HPO,, py = 7,5 = N.L.,*). 
” 3’: N. L., + 0,01 cem m/10 MnCl,.4H,O py = 7,5. 
4: N.L.,°) + 0,4 Proz. B. T. 8., py = 7,5. 





ect . 

8s be Umgewandee 2$5 .° S25 Nine if : 

Nach 3 ste tes Nitrat = 33. e- $828  verbrauch sc 3 
= s3- |——_——_, 358) §¢ | gts ez 

eens $2 ba (a) (b) 7 Ez Oe 8 = , <> % 
g g gies g 8 Proz. 8 Proz. = ry 

Versuch I, 
0 — — — — /|0415/0,415 1000, — | — |74 | 7.4 
6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,402 0,402; 969 0013 31 74 — 
10 0,004 0,000 0,007 0,000 0,389 0,396 954 0019 46 74 — 
1 x 24 0,008) 0,000 0,010 0,000 0,383 0,393) 94,7 0,022 53 74 74 
2 x 24 0,027 0,000 0,035 0,000 0,354 0,389) 93,7 0,026 63 74 > — 
3 x 24 0,047 0,000 0,058 0,000 0,327 0,385: 924 0,030 76 74 — 
5 x 24 0,059 0,000 0,073 | 0,000 0,270 0,343 82,6 0,072 174 74 7,6 
7 x 24 0,063 0,000 0,078 0,000 0,265 0343 82,6 0,072 174 74 78 
9 x 24 0,073 0,000 0,090 0,000 0,253 0,343) 82,60,072 174 74 78 
10 x 24 0,054 0,004 0,067 0,024 0,226/0,317 764 0,098 236 74 78 
Versuch 2. 

0 — — — — 0403 0403;1000 — — 75 $75 

6 — — — — 0403 0403 1000 — — | 75)|- 
10 0,028 0,004 0,035 0,024 0,330 0389 965 0014 35 75) — 
1 x 24 0,045) 0,021 0,056 0,131 0,156 0343 86,1 0,060 149 75 > — 

2x 24 0,057 0,034 0,070 0,212 0,009 0,291 72,2 0,112 27,8 7,5 | - 
3 x 24 0,023 0,018 0,028 0,113 0,000 0,141 36,5 0,272 635 7,5 | 84 
5 x 24 0,015 0011 0,019 0,065 0,000 0,084 208 0319 79.2 7,5 |84 
7 x 24 0,081 0.009*) , — — 0000 — — —_- - 7,5 | — 
9 x 24 0,033 0,018**) — — 0000 — — — — | 75/88 
10 x 24 0,029/0,013t) — — |0000 — — — — | 75 |88 


*) Entsprechen 0,022 Na NO,.. — **) Entsprechen 0,044 NaNO». — +) Entsprechen 0,3 INaN Oy, 








1) Wozu die Bakterien einer Schragagaroberflache in 10 ccm sterilem 
Wasser aufgeschwemmt wurden. 

2) Siehe FuBnote S. 336. 

3) Siehe Fulpote 8S. 340 

*) Siehe FuBnote 8. 338. 

5) Milchséure ist durch Brenztraubenséure (B.T. 8S.) ersetzt. 


os 
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Wieder: Verbraucht. , 
Nach getundenes Ammonchlorid bzw. Stickstoff Py Wert 
Stunden Ammonchliorid — . 
g g Proz. g Anfang Schlu8 
Versuch 3. 
0 0,247 — — — 75 75 
6 0,234 0,013 53 0,003 40 75 7,5 
10 0,232 0.015 6,1 0,003 93 7.5 75 
| x 24 0,230 0,017 6.9 0,004 45 75 7,5 
2x 24 0,230 0,017 6.9 0,004 45 75 75 
3 x 24 0,221 0,026 10.5 0,006 81 7,5 75 
5 = 24 0,221 0.026 10.5 0,006 81 75 75 
7x 24 0,221 0,026 10,5 0,006 81 7,5 75 
9x 24 0,218 0,029 11,7 0,007 59 7,5 7.5 
10 x 24 0,218 0,029 11,7 0,007 59 75 75 
Versuch 3’. 
0 0,245 —- —_— — 75 75 
6 0,239 0,006 24 0,001 57 75 7,5 
10 0,237 0,008 3.3 0,002 09 75 75 
1 x 24 0,235 0,010 4,1 0,002 62 75 76 
2x 24 0,230 0,015 6,1 0,003 93 75 75 
3 x 24 0,230 0,015 6.1 0,003 93 75 75 
5 x 24 0,226 0,019 » 0,004 98 75 75 
7 =x 24 0,228 0,017 6.9 0,004 45 7,5 7,5 
9 x 24 0,231 0,014 5,7 0,003 67 7,5 7.5 
10 x 24 0,231 0,014 5.7 0,003 67 75 75 
Versuch 4. 
0 0,229 as — — 75 75 
6 0,227 0,002 0.85 0,000 52 75 7.5 
10 0,225 0,004 17 0,001 05 7,5 75 
1 x 24 0,222 0,007 3,1 0,001 83 7,5 75 
2x 24 0,217 0,012 5,2 0,003 14 75 7,5 
3 x 24 0,214 0,015 6,5 0,003 93 75 75 
5 =x 24 0,214 0,015 6.5 0,003 93 7.5 75 
7x 24 0,210 0,019 8.3 0,004 98 75 7,5 
9 x 24 0,218 0011 48 0,002 88 75 75 
10 x 24 0,214 0,015 65 0,003 93 75 75 


Ergebnisse der Versuche iiber den quantitativen Stoffwechsel des B. pyoc. 

Da der Nitratabbau iiber Nitrit zu elementarem Stickstoff erfolgt 
(Versuche 1 und 2), diirfte folgende stéchiometrische Formulierung des 
Abbaus in Frage kommen: 


(1) Nitritphase : 
2HNO, > 2HNO, + O, 

(2) in (1) eingesetzt: 
(1) mit (3) kombiniert: 


(5) vereinfacht : 


(2) Phase des elementaren. Stickstoffs: 
4HNO, >2N, +30, + 2H,0 


(3)4HNO,>2N, +30,+20,+2H,0 


(5) 
(6) 


2 HNO, > 2HNO, + 0, 


6 HNO, > 2HNO, + 2N, + 60, + 2H,0 
3HNO,> HNO, +N,+30,+H,0 


1. Fiir das Nitrat-Milchséuresystem (Versuch 1) ergibt der Nitrat- 
abbau jolgende Zahlen: 0,098 g = 23,6 Proz. des anfanglich vorhandenen 
Natriumnitrats werden zum 


Aufbau des BakterieneiweiBes verbraucht, 
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entsprechend 1,1 m.M.') Natriumnitrat. Von den verbleibenden 0,317 g 
76,4 Proz. Nitrat werden in der letzten Phase 0,024 g Nitrat, entsprechend 
0,3 m. M. als elementarer Stickstoff aus dem System ausgeschieden, wihrend 
in der Kulturfliissigkeit noch 0,067 g Nitrat, entsprechend 0,8 m. M. als 
Natriumnitrit und endlich 0,226 g, entsprechend 2,6m.M. Natriumnitrat 
vorhanden sind. 
Es kann daher folgende SchluSbilanz fiir das Nitrat-Milchsdéuresystem 
aufgestellt werden: 


Assimiliertes Nitrat ........ . 1lm.M. NaNO, 
Elementarer Stickstoff. ...... .0,3,, , NaNO, 
ES ares || hres 
Natriumnitrat (Rest) ........ 36, » NaNO, 


Total: 4,8m. M. NaNO, 
Urspriinglicher Nitratgehalt . ... . 4,8m.M. 


2. Fiir das Nitrat-Peptonsystem (Versuch 2) ist der Nitratabbau in 
der halben Zeit beendigt gegeniiber dem Nitrat-Milchséiuresystem, also 
bereits in fiinfmal 24 Stunden*). Fiir diesen Zeitpunkt gelten folgende 
Zahlen: 0,319 ¢ 79,2 Proz. des anfanglich vorhandenen Nitrats werden 
zum Aufbau von Bakterieneiwei8 verbraucht, entsprechend 3,7 m. M. 
Natriumnitrat. Von den verbleibenden 0,084 g = 20,8 Proz. Nitrat werden 
0,065 g, entsprechend 0,8 m. M. als elementarer Stickstoff aus dem System 
ausgeschieden, wahrend hier nur noch 0,019 g Nitrit, entsprechend 0,2 m. M. 
Natriumnitrat in der Kulturfliissigkeit verbleiben. 

Es kann daher folgende SchluBbilanz fiir das Nitrat-Peptonsystem 
aufgestellt werden: 


Aasumilieortes Nitrat .........-..- &337m.M. 

Elementarer Stickstoff. ....... 08,, , NaNO, 
eer, Cle, CS 
Netriummitrat (Rest) ........00,. . NaNO, 


Total: 4,7 m. M. NaNO, 
Urspriinglicher Nitratgehalt . . . . . 4,7m.M. 


Bereits ein oberflachlicher Vergleich der beiden Bilanzen zeigt deutlich, 
daB ein prinzipieller Unterschied im Chemismus des Abbaues nur insofern 
besteht, als dort, wo neben Nitrat als N-Quelle Pepton zugegen ist, etwa 
dreimal mehr Nitratstickstoff zum Bakterienaufbau verwendet wird, als 
in der rein anorganischen Kulturfliissigkeit. Es diirfte dies vor allem darauf 
hinweisen, daB der Stickstoff, welchen die Bakterien zum Aufbau ihrer 
Leibessubstanz benétigen, in Form ganz einfacher, vielleicht sogar immer 
anorganischer Verbindungen aufgenommen wird. 

3. Fiir das Ammonchlorid-Milchséuresystem (Versuch 3) ergibt der 
N-Abbau folgende Zahlen: 0,029 ¢ = 11,7 Proz. des anfanglich vorhandenen 
Ammonchlorids werden zum Aufbau des BakterieneiweiBes verbraucht, 
entsprechend 0,5 m. M. 


') m. M. Milligramm-Mol. 

*) DaB spate; (nach siebenmal 24 Stunden) noch Nitrit gebildet wird, 
nachdem bereits das urspriingliche Nitrat abgebaut ist, deutet darauf hin, 
daB Pepton Nitrit liefert. 
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Es kann daher folgende SchlufSbilanz fiir das Ammonchlorid-Milch- 
sduresystem autgestellt werden: 


Assimiliertes Ammonchlorid. . . . . 0,56m. M. 
Ammonchlorid (Rest) ....... 4,l 
Total: 4,6m. M. NH,Cl 


Urspriinglicher Ammonchloridgehalt . 4,6m. M. 


4. Fiir das Ammonchlorid-Milchséuresystem + 0,01 Mn (Versuch 3’) 
ergibt der N-Abbau folgende Zahlen: 0,014 g = 5,7 Proz. des anfanglich 
vorhandenen Ammonchlorids werden zum Aufbau des BakterieneiweiBes 
verbraucht, entsprechend 0,3 m. M. 

Es kann daher folgende Schlufbilanz fiir das Ammonchlorid-Milch- 
siure-Mangansystem aufgestellt werden: 

Assimiliertes Ammonchlorid. . . . . 0,3m. M. 
Ammonchlorid (Rest). ....... 43,, 
Tota!: 4,6m. M. NH,Cl 


Urspriinglicher Ammonchloridgehalt . 4,6 m. M. 


5. Fiir das Ammonchlorid-Brenztraubensaéiuresystem (Versuch 4) ergibt 
der N-Abbau folgende Zahlen: 0,015 g¢ = 6,5 Proz. des anfanglich vor- 
handenen Ammoachlorids werden zum Aufbau des BakterieneiweiBes ver- 
braucht, entsprechend 0,3 m. M. 

Es kann daher folgende SchlufSbilanz fiir das Ammonchlorid-Brenz- 
traubensiuresystem aufgestellt werden: 

Assimiliertes Ammonchlorid. . . . . 0.3m. M. 
Ammonchlorid (Rest). ....... 40, 
Total: 4,3 m. M. NH,Cl 


Urspriinglicher Ammonchloridgehalt . 4,3 m. M. 
Beziiglich der Wdrmeténung kann bier nur auf folgendes hingewiesen 


werden: 

Vorausgesetzt, daB der Nitratumsatz') nach dem Schema: 
: KNO, > KNO, +N, 
erfolgt, miissen daraus fiir jedes bis zum freien Stickstoff abgespaltene 
Milligramm-Mol Nitrat theoretisch 0,1458 Cal. frei werden. Dieser SchluB- 
effekt wird aus folgenden Stufenreaktionen gebildet*): 


2KNO, + 2H, >2KNO,+2H,0 + 90,4 Cal. 
2KNO,+ H,> N, + 2KOH+ 55,4 ,, 


Total: + 145,8 Cal. 
Ist noch eine weitere Reduktion bis zu Ammoniak zu beriicksichtigen : 
N, + 6H> 2NH, + 41,0 Cal., 
so wiirden 145,8 +- 41,0 = 186,8 Cal. zur Verfiigung stehen. 





1) Thermochemische Umsetzungen des Ammonchlorids diirften hier 
weniger in Frage kommen. 
2) Siehe Landolt- Bérnstein, Tabellen. 
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Dieser theoretisch gedachte Ablauf setzt eine Reduktion mit Wasser- 
stoff voraus. Uber die entsprechenden Vorgange in bakteriellen Kulturen 
diirfte bis heute nichts Naheres bekannt sein. 

Braun und Cahn-Bronner') rolien diese Fragen, allerdings in einem 
etwas weiten Zusammenhang auf. Sie stellen im wesentlichen folgendes 
fest. Es sei bekannt, daB die Reduktion des Nitrats fiir den Pyocyaneus 
mit einem Energieaufwand verkniipft sei. Die Versuche hitten gezeigt, 
daB er unter aeroben Verhiltnissen mit Nitrat als einziger N-Quelle nur 
dann leben kann, wenn er gleichzeitig einen axydierbaren K6érper (Milch- 
sdure, Traubenzucker) zur Verfiigung habe. Milchséure und Nitrat gestatten 
ihm nur, aerob zu leben. Mit Hilfe des Luftsauerstoffs greife er die Milch- 
siiure an und gewinne daraus die Energie, um das Nitrat zu reduzieren und 
so seinen N-Bedarf zu befriedigen. Er kénne aber nicht gleichzeitig aus der 
Nitrat-Reduktion seinen O,-Bedarf decken. Die genannten Autoren stellen 
weiterhin fest, daB der Pyocyaneus nicht fahig ist, auch hei Vorhandensein 
von | Proz. Traubenzucker bei Luftabschlu8 seinen O,- und N-Bedarf aus 
dem Nitrat zu decken. Dabei konnte festgestellt werden, da8 er unter 
aeroben Verhaltnissen Traubenzucker unter Siurebildung zu spalten vermag. 
Auch bei Vorhandensein von Ammoniak als N- Quelle mit und ohne Trauben- 
zucker erfolgte aerob kein Wachstum. 

Bei Zusatz von 1 Proz. Asparaginsiure dagegen, ohne Traubenzucker, 
konnte der Pyocyaneus im Nitrat-Milchséiuresystem unter anaeroben Be- 
dingungen sich vermehren. 

Da gezeigt wurde. da8 beim B. pyoc. die Oxydation der Milchsdiure zu 
Brenztraubensaéure und Wasser fiihrt, kann dieser Vorgang thermochemisch 
wie folgt formuliert werden: 


CH, .CH(OH)COOH + 0+ CH,.CO.COOH + H,O + 175,2 Cal., 


wobei fiir die geléste Milchsaure eine Verbrennungswarme von 167,4 Cal. *), fiir 
die geléste Brenztraubensaéure eine solche von 274,6Cal.*) und fiir das 
Wasser eine Bildungswirme von 68,0 Cal.*)in Rechnung gesetzt werden. 

Fiir den weiteren Abbau der C-Quelle kommt in erster Linie die 
carboxylatische Spaltung der Brenztraubenséure zu Acetaldehyd und 
Kohlensaéure in Frage, welche aber nach Blaschko*) praktisch ohne Wirme- 
ténung verlauft. 

Braun und Cahn-Bronner*) stellen sich vor, daB das B.pyoc. zur 
Aufspaltung des Nitrats zuerst die Milchsiure oxydieren miisse, um mit 
der dabei frei werdenden Energie das Nitrat angreifen zu kénnen, woraus 
es den anaerob zum Leben nétigen Sauerstoff gewinne. Dieser benutze das 
Bakterium zu Oxydationen, welche ihm seinen zum Leben nétigen Energie- 
bedarf decken wiirden. Dabei kommt einer héheren organischen N-Ver- 
bindung (Asparaginséure) als kompliziertem Nahrstoff die Fahigkeit zu, 
die Anaerobiose zu erméglichen, indem nur in deren Anwesenheit bei 
Luftabschlu8 der Nitratsauerstoff in den Stoffwechsel einbezogen werden 
kann. 


1) Centralbl. f. Bakt., T. O., 86, 390. 

2) Siehe Landolt-Bérnstein, 1. c. 

3) Blaschko, diese Zeitschr. 158, 428, 1925. 
4) Siehe Landolt- Bérnstein, 1. c. 

5) lie. 


4) l.c. 
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Solange wir tiber die thermochemischen Umsetzungen des B. pyoc. 
in den fraglichen Nahrmilieus nicht direkt unterrichtet sind, mag die obige 
Erklarungsweise von Braun und Cahn-Bronner ihre volle Berechtigung 
haben, trotzdem sie das Problem der Anaerobiose nicht unter dem einheit- 
lichen Gesichtspunkt der Sauerstoffversorgung oder besser Atmung des 
Bakteriums im allgemeinen behandelt. 

Einige Tatsachen und Beobachtungen, besonders beziiglich der Nitro- 
reduktion, werden iiberhaupt erst dann erklirlich, und es wird daher spater 
der Versuch unternommen werden, den gesamten Fragenkomplex iiber den 
Vorgang der Sauerstoffversorgung bzw. Atmung gemaB den Anschauungen 
von Wieland") als Dehydrierungsvorginge in einem mégiichst einheit- 
lichen Zusammenhang darzustellen. 

Im folgenden sind die Abbaugeschwindigkeiten des Nitrats bzw. Ammon- 
chlorids aus den Protokollen der Versuche 1 bis 4 berechnet dargestellt. 
Es sind fiir die Geschwindigkeiten die pro Stunde verbrauchten Milligramme 
Nitrat bzw. Ammonchlorid in den verschieden alten Kulturen als Mitte! 
werte angegeben. 


Abbaugeschwindigkeit. 





Alter der Kultur System 
Stunden 1 5 2 2’a 4 
0 _— — np _ a 
6 2.2 —_ 2.2 11 03 
10 15 3.5 05 0.5 O5 
24 0,2 3.3 0.1 0.1 02 
2 x 24 0,2 2.2 0.0 03 03 
3 x 24 0,2 6.7 0.4 0.0 0.1 
5 =x 24 0.9 1.0 0.0 0.1 00 
7x 24 0,0 —_ 0,0 004 0.1 
9 x 24 0.0 _ 0.4 03 ws 
10 x 24 1.0 — 0.0 0.0 —02 


Hieraus ergibt sich, daB die Geschwindigkeit in den verschieden alten 
Kulturen, mit der die vorhandene Stickstoffquelle von den Bakterien 
assimiliert wird, besténdig wechselt. Diese Eigentiimlichkeit JaBt die vor- 
liegenden Abbauvorgange noch komplizierter erscheinen, als man anfanglich 
annehmen konnte, und zu deren Erklarung diirfte mit etwelchem Recht 
darauf hingewiesen werden, da8 das Charakteristische daran in einem 
steten Wechsel des Gleichgewichts zwischen der assimilierenden und der 
dissimilierenden Phase zu suchen ist. Dies diirfte ferner durch einige Daten 
im Abbau der Systeme 2 (Versuch 3), 2’a (Versuch 3’) und 4 (Versuch 4) 
bestatigt werden, wo bei gleichbleibendem Umsatz (10,5 Proz. NH,Cl) in 
der Phase von dreimal bis siebenmal 24 Stunden (Versuch 4) die Zahl der 
lebenden Bakterien in zweimal 24 Stunden von 2000 Millionen auf 500 Milili- 
onen sinkt (siehe Bakterienvermehrungskurve) oder, was dasselbe bedeutet : 
es ist im System 4 (Versuch 4) in den beiden letzten Wachstumsphasen 
deutlich eine gleich groBe, aber negative Abbaugeschwindigkeit zu beob- 
achten. Es ist nach reichlichem Bakterienwachstum mehr Ammoniak- 
stickstoff vorhanden als in der vorangegangenen Phase. 


1) Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 484, 1912; 46, 3327, 1913; 
47, 2085, 1914. 
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Auf die Wahrscheinlichkeit, da®B Bakterienabbauprodukte in den 
Stoffwechsel einbezogen werden'), wurde bereits friiher hingewiesen, und 
es wird bei der Toxinbildung nochmals darauf zuriickgegriffen werden. 


Die Wirkung des Mangans (Versuch 3 und 3’, wo effektiv am Schlu8 
das Mangansystem nur einen halb so groBen Ammonchloridumsatz auf- 
zuweisen hat als das manganfreie System) kann als eine ausgesprochen 
hemmende bezeichnet werden. Dem verringerten N-Umsatz entspricht 
ein stark vermindertes (gehemmtes) Bakterienwachstum. Siehe Bakterien- 
vermehrung in den Systemen 2 und 2’a, Tabelle A. 


Die intramolekulare Atmung. 


Technisches: Es wurden von den unten naher bezeichneten Nahr- 
lésungen je 200 ccm hergestellt und zu 100 cem bei 110° wahrend 15 Minuten 
sterilisiert. 


a) Vorbereitung der Bakterien. Je 100 ccm der obigen sterilen Nabhr- 
lésungen wurden mit einer 24stiindigen wasserigen Agarabschwemmung 
des Stammes Nr. | beimpft und nach 48stiindiger Bebriitung bei 37° wieder- 
holt scharf zentrifugiert und mit steriler physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen, bis die Bakterienleiber in reiner Kochsalzlésung aufgeschwemmt 
vorlagen. Diese Aufschwemmungen wurden mit sterilem Wasser so weit 
verdiinnt, bis sie untereinander ungefahr gleich dicht erschienen. 


b) Beimpfung der Nahrlésungen. Die verbleibenden 100-ccm-Proben 
der obigen sterilen Nahrlésungen wurden je mit 0,1 cem der unter a) be- 
schriebenen wisserigen Bakterienaufschwemmungen beimpft, bei 37° in 
feuchten Kammern bebriitet und nach gegebenen Zeiten (Alter) wurde die 
GréBe der Nitroreduktion bestimmt. 


**Versuch 1: 0,4 Proz. NaNO,, 0,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m/5 Na,HPO,/KH,PO,, py = 7,5. 


° I’: Versuch 1 + 0,05cem m/10 MnCl, .4H,0O, p, 7,6. 

° - 1”: Versuch 1 + 1 Proz. ,,Liebig’ Fleischextrakt, py 7,6. 

oe is 2: 0,25 Proz. NH,Cl, 90,5 Proz. Na-Lactat, 0,5 Proz. NaCl, 
m /5 Na,H PO,/KH,PO,p, 7,5. 

7 2’a: Versuch 2 + 0,01 com m/10 MnCl, . 4 H,O, py = 7,6. 


2’b: Versuch 2 + 0,05 cem m/10 MnCl, . 4 H,O, py = 7,6. 


- 2”: Versuch 2 + i Proz. ,,Liebig* Fleischextrakt, py 7,6. 
% 3: 0,25 Proz. NH,Cl, 0,4 Proz. Brenztraubensiure, 0.5 Proz. 


NaCl. m/5 Na,HPO,/KH,PO,, py 7,5. 


* = Quantitativer Abbau der N-Quelle bekannt 
= Bakterienvermehrung bekannt. 


1) Braun und Cahn-Bronner, diese Zeitschr. 131, 298, 1922, erwagen 
diese Méglichkeit ebenfalls auf, Grund der Erfahrung, da® das B. pyoc., 
wie iibrigens Proteus- oder Cholerabazillen, mit starken tryptischen Fer- 
menten versehen ist. 
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Alter der untersucht 
0 10 1X24 2X 24 
NH 
Std. mg Std. mg Std. mg Std. mg Std. ng 
\ 
34 < 0,1 30 0,1 24 0,0 10 0,0 32 02 
56 < 0,2 52 0,2 48 0.3 30 0,5 80 0.2 
80 03 76 0,3 72 0,4 54 05 100 03 
130 0.3 124 03 130 05 100 10 170 04 
230 03 150 0.5 230 05 124 1,0 240 05 
220 0.5 280 > 0,5 200 1,25 280 0. 
240 05 240 1,25 
\ 
34 <0,1 20 0.0 20 0,0 10 0,0 30 0.6 
60 0,2 
80 0,3 
150 05 
200 0.5 
250 05 240 0.0 250 0.0 240 0.0 250 00 
Vi 
26 0,7 20 0,5 26 1,0 2 0,3 3 0.1] 
56 25 50 2. 56 3.0 7 0,7 8 02 
80 3.0 76 3.5 82 3,5 32 2.0 33 05 
105 3.5 98 4.0 104 3.5 57 3,5 55 0.7 
200 3.5 196 4.0 202 5.0 79 3,5 80 12 
240 3.5 240 4,0 240 5 103 4.0 125 12 
178 40 190 15 
240 40 240 20) 
\ 
34 04 27 0,2 24 0,2 10 0.2 10 0,1 
55 1,0 48 0.7 45 12 31 12 32 10 
79 12 72 15 70 15 55 17 58 12 
128 2.0 120 15 120 25 104 3,0 107 12 
215 20 240 15 168 2.5 130 3.0 178 12 
260 2.0 216 2,5 240 3,0 260 i) 
240 3,0 
\ 
24 > 0,1 18 0,0 14 0,0 33 0.0 33 < 03 
50 > 05 44 0,1 40 < 0,1 75 0,1 53 10 
80 12 70 12 72 > 0.5 96 0.7 72 12 
105 12 120 1,2 90 1,2 145 1,5 120 12 
192 1,2 192 1,2 160 1,2 242 15 168 12 
245 12 240 1,2 240 1,2 240 12 
Ve 
26 02) 21 0,0) 24 00) 10 0,0 24 0,0 
58 1,2 32 0,0 36 00 
80 15 57 0.2 60 0.2 
151 15 78 12 72 12 
240 15 240 0.0 250 0.0 151 1.2 160 12 
192 12 190 12 
240 1.2 245 12 
1) Es ist hier durchweg Aminoanthrachinon verstanden. — 2) Diese Kultur la8t kein Bakterienwachstu: 


10 x 24 Stunden merklich verstarkt. — +) Von © bis und mit 10 Stunden wichst die Kultur stark gehemm 
Fluoreszenz, die sich nach 10 x 24Stunden wesentlich verstirkt (Farbstoffbildung). — 5) Die Kultur bleibt b 
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3x 24 
g') nach 

d mg 
h 1. 

10 0.0 

8 03 
85 O04 
110 0.4 
150 05 
240 0.5 
h 1'?) 

10 00 
40) 0.0 
h 1”3) 

} 0.0 

9 0,1 
31 0,2 
6 0.5 
105 1,0 
130 12 
220 15 
0 20 
h 2 

5 < 0,1 
Yi 0.5 
M4 05 
154 ~ 0,7 
260 < 0,7 

ch 2'a* ). 
28 < 02 
48 1.2 
96 15 
168 15 
203 15 
240 15 

such 2’ b 5), 

9 0.0 
55 0.7 
79 1,2 
104 1,2 
168 1,3 

40 12 


Std. 


32 
56 
100 
200 
240 


34 


240 


Sy 1 bo =1 Or 
Pw bo Or Or «1 


2 ms pee 


240 


33 
57 
105 
202 
240 


48 
74 
105 
160 
205 
240 


31 
56 
130 
201 
240 


mg 


- 0,1 
0,2 

< 0,2 
0,2 


0.2 


0.0 


0.1 
0,2 
< 03 
03 
03 
03 
03 


SS 
~1ee 


“10 
1,0 
1,0 


0,2 
0.5 
0,7 
0,7 


Std 


56 
80 
150 
240 


‘ 


wt 


240 


57 
83 
154 
240 


26 
52 
94 
144 
206 
248 


57 
82 
96 
120 
216 


mg 


as 


¥ 


S 


0,0 
0,1 
0,1 
01 


0.0 


0.0 


0.1 
0,1 
0,1 
0.2 
0,2 
0,2 
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9x 24 
Std. mg 
34 0.0 
so < 0,1 
100 ~ 01 
200 0.1 
240 0,1 
36 00 
250 0,0 
26 0.1 
49 0,1 
79 0.2 
129 ~ 03 
171 < 03 


240 <~ 03 


35 04 
83 ~ 0.5 
106 0.7 
195 < 10 
243 ~ 10 
26 03 
50 03 
76 03 
128 > 04 
176 ~ 04 
240 0.5 
32 0.5 
83 1.0 
149 1,0 
200 1.0 
241 12 


Std 


58 
130 
230 
250 


60 


250 


or 


~w 
43 
102 
147 
169 
241 


58 
82 
171 
240 


26 
52 


104 
152 
200 
240 


8 
33 
82 

120 
170 
205 
240 


my 


< 0,1 


0.1 
0,1 
0.1 


0.0 


0,0 


0.0 
02 
0.5 
0,7 
O47 
0.7 


0.0 
1.0 
10 
10 
1.0 
10 
10 


*obachten. — %) Die Kultur beginnt nach 5 X 24 Stunden klumpig und siahfliissig zu werden, was sich bis 
von | X 24 Stunden an beginnt das normale Wachstum. Die 


= 1 x 24Stunden gehemmt und wichst dann weiter zu einer normalen 10X24 stiindigen Kultur heran 


X 24 stiindige Kultur zeigt deutlich blaue 





res ereaee. 








mnt nach 5 < 24 Stunden klum 


354 O. Acklin: 
Alter der untersuch: 
0 10 1x 24 2x 24 
NH 
Std. mg Std. mg Std. mg Std mg Std. mg 
Vi 
26 05 20 0.5 16 ey 2 1,0 3 05 
56 4.0 50 3.5 46 40 7 2.5 sS 07 
81 4.0 76 4.0 94 40 32 4.0 24 12 
104 45 98 45 192 5.0 81 6.0 33 17 
202 5,0 196 5,0 230 5.0 103 7,0 55 25 
242 5.0 236 5.0 154 7.5 80 25 
240 8,0 129 3.0 
155 3.5 
247 40) 
\ 
33 0,2 27 0,2 23 0.2 10 0.2 7 02 
55 04 49 0.3 45 05 31 0. 32 03 
80 0.5 74 0.5 69 0.7 55 0.7 81 05 
128 10 122 0.7 264 1,7 241 0.7 107 0.7 
249 1,0 149 1,0 251 07 
244 l, 
\ 
24 0.0 25 0,0 23 0.0 10 0.0 25 0.0 
240 0,0 243 0,0 239 0.0 250 0.0 243 00 
\ 
34 0,0 36 0.0 32 0.0 1] 0,0 178 0) 
80 0,1 80 0,1 78 0,1 32 0,1 243 0.1 
246 0.1 241 0.1 238 01 245 0.1 
\ 
26 0.1 27 0.1 27 32 0.1 56 0] 
126 0.2 242 0.2 240 243 1 240 0] 
242 03 
25 0.5 21 0.5 17 0.7 9 15 s 0] 
57 1,0 50 15 46 15 31 3,5 31 03 
80 1,2 75 17 72 2.0 56 4. 78 07 
125 1,7 120 2.0 117 3,0 101 45 126 07 
177 2.0 172 2.5 166 3.5 243 5.0 247 1d 
249 2.0 238 3,0 242 4.0 
\ 
27 0,2 20 03 16 03 2 0.1 3 0.1 
56 0.5 31 05 46 05 7 0.2 Ss 0.2 
81 | 05 76 0.5 110 05 32 03 33 03 
104 0,7 98 0.7 182 0,7 57 0.3 55 65 
201 | 10 236 0,7 240 0,7 79 05 79 05 
241 1,0 178 0.5 130 07 
240 05 154 10 
195 1.0 
246 1,2 
') Die Kultur begi 24 Stu 


*) Die Kultur beginnt 


nach 5 < 24 Stunden leicht 


pig und zahfliissig zu werden, was sich bis 10 > 


dicklich zu werden, ist aber vollig homogen, welcher / 
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: 3 24 
N Hy Bil og nach 
in Std mg Std. 
Vetch 2”). 
Vo } 0.2 7 
~ 0 0,4 55 
I 3] 1.0 75 
Li iti 12 122 
25 Hi 105 2.0 240 
_ 0 
a 144 2.5 
—" 22] 2.5 
3) 43 3.0 
40) 
\ 3 
2 8 0.2 35 
0.9 57 0,5 57 
Vo 83 0.5 105 
OB 105 0.7 || 242 
0, 95] 0.7 
\ h4 2) 
00 % 0.0 25 
ov 2140 0.0 251 
\ such 5%), 
U1 106 0.1 58 
01 952 01 106 
203 
243 
\ sich 63), 
0.1 80 0,1 202 
0 45 0.1 242 
ch 7 
01 8 01 30 
Yo 54 0.5 55 
pe 78 0.7 80 
¥,4 103 12 105 
1 240 17 240 
Ve ich 8 *), 
0,1 3 0.1 7 
~— 9 03 122 
~ 31 05 173 
5 56 0.5 240 
0° 105 0.7 
0,4 22) 07 
10 240 07 
10 
12 
- den merklich verstarkt. 


stand sich bis zu 10 


— 2) Normales Baktericawachstum 
24 Stunden etwas verstarkt hat. 


24 7 xX 24 
my Std. mg 
0,1 S 01 
02 27 0.1 
< 03 126 < 02 
03 177 < 0,2 
0.4 240 0,2 
0,2 57 0.2 
04 241 0,2 
0.7 
1.0 
0.0 30 0.0 
0.0 240 0.0 
0.1 58 0,1 
0,1 S4 0,2 
0,3 248 03 
0,3 
) 153 
) 251 l 
0,1 32 0.1 
03 57 03 
07 80 05 
1,0 152 15 
15 


15 243 


0,1 8 0,1 
0,1 27 0.1 
0.2 74 0.1 
0,2 126 0,2 

241 0,2 


Std. 


26 
49 
129 
174 
241 


35 
83 
106 
243 


32 
242 


26 
196 
245 


83 
247 


31 
72 
105 
200 
240 


26 


241 


mg 


0,1 
0,2 
03 
04 
0,4 


0,2 
03 
0,4 
0,4 


0.0 
0,0 


01 
0.4 
0,7 
07 
1,0 


Std. 


241 


56 
120 
175 
241 


55 
105 
241 


mg 


0,1 


0,1 
02 
0,3 
0,3 


0.0 
0,1 
0.1 


0,1 
0,2 
0,2 


0.0 
04 
0.4 
05 
05 


0.0 
0,1 
0,1 


3) Uberaus kraftiges Bakterienwachstum 
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0,4 Proz. Na N O,, 0,4 Proz. Brenztraubensaure, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5 Na,HPO,/KH,PO,, py = 7,6. 

0,4 Proz. NaNO,, 1 Proz. Pepton ,,Siegfried“, 0,5 Proz. 
NaCl, m/5 Na,HPO,/KH,PO,, py = 7,5. 

6: Versuch 5 + 0,05 ccm m/10 Mn Cl, .4H,O, pg = 7,6. 


* Versuch 4: 


~I 


Versuch 5 + 1 Proz. ,,Liebig** Fleischextrakt, Pu 7,6. 
8: 1 Proz. ,,Liebig‘‘ Fleischextrakt, m/5 Na, HPO,/KH,PO,, 
Py = 7,6. 
° Quantitativer Abbau der N-Quelle bekannt 
Keimzahlbestimmung. In den oben angefiihrten Systemen 1, 1’ (mit 
0,01 Mn), 1”, 2, 2’a (siehe 8.351) ergab die Bestimmung der Keim- 
zahl bei 37° folgende Werte: 


Keimzahl pro Kubikzentimeter in 10° angegeben. 





Nach System 
Stunden 1 i 6 wee 2'a 
0 l l 3 l ] 
6 —_ — 40 — — 
10 — — 400 — — 
24 300 1500 3500 200 2.5 
2 x 24 1000 300 130 1500 300 
3 x 24 400 250 75 2000 400 
5 x 24 400 200 70 550 300 
7 x 24 300 150 70 500 250 
9 x 24 200 140 10 350 200 
10 x 24 110 100 4 350 120 








Ergebnisse der Versuche tiber die intramolekulare Atmung. 


Zur iibersichtlichen Darstellung und eingehenden Beurteilung der 
vorliegenden Versuchsergebnisse werden diese in den Tabellen A und B, 
bis B, graphisch dargestellt. 

Der Verlauf der Nitroreduktion findet seinen Ausdruck in den ver- 
schiedenen Kurven, welche dem Alter der verschiedenen Systeme ent- 
sprechen. Es finden sich also die Kurven gleichaltriger Kulturen der ver- 
schiedenen Systeme zusammengestellt. 

Es ergibt sich nun fiir die nullstiindigen Kulturen der verschiedenen 
Systeme folgendes: 

Das reine Nitrat-Milchséuresystem (B,, 1) zeigt einen auBerst geringen 
Reduktionseffekt. Er erreicht bei geringer Geschwindigkeit nach etwa 
90 Stunden sein Maximum von 0,3 mg Aminoanthrachinon. Bei.Gegenwart 
von 0,01 Mn (B,, 1’) verlauft die Reduktion im wesentlichen gleich wie 
ohne Mangan, nur wird maximal der doppelte Effekt (0,5mg) nach 
15 Stunden erreicht. Bei Gegenwart von Fleischextrakt (B,, 1’) dagegen 
steigt der Reduktionseffekt rasch an und erreicht nach 100 Stunden einen 
maximalen Wert von 3,5 mg. 

Das reine Ammonchlorid-Milchséiuresystem (B,, 2) erreicht bei mittlerer 
Geschwindigkeit nach 130 Stunden seinen maximalen Effekt von 2,0 mg. 
Bei Gegenwart von 0,01 Mn (B,, 2’a) erscheint bei normalem Verlauf der 
maximale Effekt von nur 1,5 mg bereits nach 80 Stunden, wahrend bei 
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0,05 Mn-Zusatz (B,, 2’b) wohl die Geschwindigkeit etwas zunimmt gegen- 
iiber dem reinen System, der maximale Effekt nach 80 Stunden aber nur 
1,3 mg betrigt. Bei Zusatz von Fleischextrakt (B,, 2”) dagegen wird bei 
wesentlich gesteigerter Geschwindigkeit ein erster Effekt von 4,0 mg 
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Abb. 3, Tabelle B,. Nitroreduktion der 0 stiindigen Kulturen der Systeme 1—S 


erreicht, worauf fiir etwa 20 Stunden keine Nitroreduktion wirkt. Dann 
beginnt wieder ein langsames Ansteigen, wobei nach 200 Stunden der 
maximale Effekt von 5,0 mg erreicht wir l. 

Das Ammonchlorid-Brenztraubenséuresystem (B,, 3) erreicht bei ge- 
ringer Geschwindigkeit nach 120 Stunden seinen maximalen Effekt von 
1,0 mg. 

Das Nitrat-Brenztraubenséuresystem (B,,4) zeigt bei normalem 
Bakterienwachstum keine Nitroreduktion. 

Das Nitrat-Peptonsystem (B,, 5) erreicht bei dem bekanntlich iiberaus 
kraftigen Bakterienwachstum nach 80 Stunden seinen maximalen Effekt 
von kaum 0,1 mg; ein Zusatz von 0,05 Mn (B,, 6) bewirkt bei iiberaus 
kraftigem Bakterienwachstum unter geringer Steigerung der Geschwindig- 
keit nach 130 Stunden einen maximalen Effekt von 0,2 mg. Ein Zusatz 
von Fleischextrakt (B,,7) l4Bt unter mittlerer Geschwindigkeit nach 
160 Stunden den maximalen Effekt des Systems von 2,0 mg erkennen. 

Das reine Fleischextraktsystem (B,, 8) endlich zeitigt bei maBiger 
Geschwindigkeit nach 200 Stunden einen maximalen Effekt von 1,0 mg. 

Wie der Verlauf der Kurven iiber die 6-, 10-, 24-... und zehnmal 
24stiindigen Kulturen der verschiedenen Systeme klar zeigt, andert sich 
der Verlauf der Nitroreduktion daselbst zum Teil merklich gegeniiber dem- 
jenigen der nullstiindigen Kultur. Es zeigt sich ganz allgemein, dab die 
verschiedenen Systeme zu verschiedenen Zeiten ihren maximalen Fffekt 
erreichen, worauf dann beim Altern der Kulturen die GréBe und die Ge- 
schwindigkeit des Nitroreduktionseffektes abnimmt, teilweise auf Null 
heruntersinkt. 
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Abb. 4, Tabelle B,. Nitroreduktion der 6 stiindigen Kulturen der Systeme 1—8. 
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Abb. 5, Tabelle By. Nitroreduktion der 10 stiindigen Kulturen der Systeme 1—8. 
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Abb. 6, Tabelle B, 
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Abb. 7, Tabelle V 
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Abb. 8, Tabelle Bg. Nitroreduktion der dreimal 24 stiindigen Kulturen der Systeme 1-8 























0,5 
‘Ss 
0 ————— 3/6 
O5r 
wt 
— ss % 
0 + 

















= 











gebi/dete mg Aminoanthrachinen 








gebildete mg Aminoanthrachinon 





























2,5 
Q 
1,0 » 
os} 
40r 0 
Os re 4 05 a 
. fy | 
o = acai . ¥” ar —__— $$ 
010 030@S0 100 1$0 200 200 ) 90 20300 50 100 150 200 2H 
Stunden Stunden 
Abb. 9, Tabelle B,. Abb. 10, Tabelle B,. 


Nitroreduktion der fiinfmal 24 stiindigen Kulturen Nitroreduktion der siebenmal 24 stiindig. Kulturen 
der Systeme 1—8. der Systeme 1—8. 
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In den neun- und zehnstiindigen Kulturen ist dies besonders ausgeprigt, 
aus welchem Grunde iiber diese letzten Wachstumsphasen keine Kurven 
aufgenommen worden sind. Der fiir das betreffende System charakteristische 
Typus der Kurven bleibt ziemlich konstant, was besonders zu beachten ist. 

Folgende Zusammenstellung gibt nun AufschluB iiber die in den ver- 
schiedenen Wachstumsphasen maximal gebildeten Mengen Aminoanthra- 
chinon wahrend einer Beobachtungszeit von 10 Tagen. 


Maximalwerte iiber die Aminoanthrachinonbildung. 





Alter der Kultur in Stunden 


System 0 6 10 1X 24)2x24)3x24'5%24 7X24 924/10 24 
mg mg mg mg ing mg mg mg mg mg 
l 03 05 0.5 12 05 05 0.2 0.1 0.1 0.1 
1’ 05 —_\i— _- —- _— — — — — 
az 3.5 40 5,0 4,0 15 2.0 03 0.2 03 07 
2 2.0 15 3.0 3.0 15 0.7 10 10 1,0 O5 
2’ a 12 12 1,2 15 1,2 15 0.7 0.7 0.5 05 
2’b 15 — — 15 1,2 12 0,7 0,7 12 10 
3” 5.0 5.0 5,0 8.0 4.0 3.0 04 0.2 0.4 0.1 
3 1,0 10 17 0,7 07 0.7 10 02 04 03 
4 ome om — owe mm — a a= —_ —_ 
5 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 03 03 02 02 
6 0.2 0,2 0,1 0,1 0,1 0.1 0.1 01 0.1 0.1 
7 0,7 2.0 4.0 5.0 15 1,7 15 15 0.7 O05 
8 0.7 05 0.5 05 10 0.7 0,2 0,2 01 01 


Aus obiger Tabelle geht hervor, daB in jedem System im Verlauf 
seines Abbaus die Reduktionskraft ein Maximum erreicht. Dies tritt selten 
oder nie spater als in der 24stiindigen Phase auf, durchschnittlich sogar 
frither. 

Vergleichen wir damit die Vermehrungsgeschwindigkeit der Bakterien, 
so kénnen wir folgendes erkennen: 

Fiir das Nitrat-Milchséuresystem liegt das Vermehrungsmaximum 
zwischen der einmal 24- und der zweimal 24stiindigen Wachstumsphase 
(siehe Tabelle A, 1), in welcher Zeit die Keimzahl sich um das 1000fach« 
vergréBert hat; das Maximum der Nitroreduktion geht dieser in der 
24stiindigen Phase voraus mit einem Wert von 1,2 mg. 

Fiir das Nitrat-Milchséiure + Fleischextraktsystem gilt dasselbe Ver- 
mehrungsmaximum in der 10- bis 24stiindigen Wachstumsphase (A, 1’), 
wobei sich die Keimzah] um das 3500fache vergr6éBert. Das Maximum der 
Nitroreduktion findet sich in der 6- bis 10stiindigen Phase mit 5,0 mg. 

Fiir das Ammonchlorid-Milchséuresystem liegt das Vermehrungs- 
maximum in der zwei- bis dreimal 24stiindigen Phase (A, 2), wobei sich 
die Keimzahl um das 2000fache vergréBert; das Maximum der Nitro- 
reduktion liegt mit 3,0 mg in der 10- bis 24stiindigen Phase. 

Fiir das Ammonchlorid-Milchséuresystem + 0,01 Mn liegt das Ver- 
mehrungsmaximum in der ein- bis dreimal 24stiindigen Phase, wobei die 
Keimzah! um das 400fache gréBer wird (A, 2’a); das Maximum der Nitro- 
reduktion liegt mit 1,5 mg in der einmal 24stiindigen Phase. Beziiglich 
der GréBe der Bakterienzahl und der GréBe der Nitroreduktion ist zu 
sagen, daB dieselben einander nicht proportional sind, sondern es finden 
sich bei ganz verschieden groBen Bakterienzahlen gleiche Nitroreduktions- 


24+ 








ee 
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maxima, wie dies A,, 2 und 2’a zeigen. Bei A, 1 ” (Fleischextraktwirkung), wo 
in dem MaBe plétzlich der Wert der Nitroreduktion von 4,0 auf 1,5 sinkt, 
wahrend die Keimzahl von 3500 auf 500 Millionen sinkt, kénnte mit einem 
Zusammenhang zwischen diesen beiden Funktionen gerechnet werden. Da 
aber andererseits im Fleischextraktsystem (Versuch 8) die Keimzahl nicht 
groBer ist als im System Fleischextrakt-Nitrat (A, 1’’), welches fiir die 
Nitroreduktion einen maximalen Wert von 5,0 aufweist, zeigt das Fleisch- 
extraktsystem nur einen solchen von 1,0 mg. 


3500 + 


3000} 


2000 


Bakterverzah 






1000 
900 + 
800 
700 
600} 
500+ 
400 lf 
1] 
300 + (é 
200 ah a» 
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Abb. 11, Tabelle A. Bakterienvermehrung in den Systemen 1, 1’ (0,01 Mn) 1’’, 2, 2’a. 


Die GréBe der Nitroreduktion steht somit nicht in Proportionalitat 
zur Keimzahl, sondern es besteht nur ein Zusammenhang zwischen der 
Vermehrungsgeschwindigkeit und der GréBe der Nitroreduktion. 

Wenn nun zu beobachten ist, daB die maximalen Nitroreduktions- 
werte in den ersten Wachstumsphasen rasch geringer werden oder ganz 
verschwinden, kann das entweder auf ein Abgehen der Bakterien oder der 
im System die Nitroreduktion gebenden Komponenten zuriickgefiihrt 
werden. DaB in den letzten Wachstumsphasen immer noch 10- bis 100mal 
mehr lebende Bakterien als zu Beginn des Versuchs nachzuweisen sind, 
zeigen deutlich die Vermehrungskurven. 

Andererseits weisen z. B. das Nitrat-Brenztraubensiuresystem (Ver- 
such 4), das Nitrat-Peptonsystem (Versuch 5) und das Nitrat-Peptonsystem 
+ 0,05 Mn (Versuch 6) keine oder doch keine beachtenswerte Nitroreduktion 
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auf. Dies weist darauf hin, daB die N- und die C-Quelle bzw. deren Abbau- 
produkte in einer bestimmten Beziehung zur Nitroreduktionstatigkeit der 
betreffenden Systeme stehen. Wird auBerdem beachtet, daB der qualitative 
Stoffwechsel als Abbauprodukt der Milchséure Brenztraubensaure liefert, 
welche beim Abbau in Gegenwart von Pepton nicht nachgewiesen werden 
konnte, wohl aber die entsprechend tieferen Abbauprodukte, und ferner, 
daB bei Gegenwart von Pepton iiber dreimal mehr Nitrat assimiliert wird 
als ohne Pepton, so sind folgende Zusammenhinge beziiglich der Bedeutung 
der N- und C-Quelle fiir den Vorgang und das Wesen der Nitroreduktion 
naheliegend. 

Die Nitroreduktion ist an dehydrierbaren Wasserstoff gebunden. Im 
vorliegenden Falle liefert ihn zur Hauptsache die C-Quelle (Milchsdure), 
ausnahmsweise vielleicht auch die N-Quelle (NH,Cl) (Versuch 3). Der 
Vorgang der Nitroreduktion entspricht dem Abbau der C- Quelle zu Brenz- 
traubenséure. Ist bereits von Anfang an solche im System vorhanden 
(Versuch 4), so findet wohl ein Abbau der N- und der C- Quelle statt, aber 
es ist keine Nitroreduktion zu beobachten. Ist dagegen eine N- Quelle vor- 
handen, die den AbbauprozeB energisch verlaufen 14Bt (Pepton), findet 
nicht ein stufenweiser Abbau der Milchséure statt, sondern dieser fiihrt 
direkt zu den Endprodukten CO, + H,O. 

Die Nitroreduktion registriert also wohl die sogenannte chemische 
Atmung der Zelle, aber es geht aus dem oben Gesagten hervor, da@ diese 
chemische oder intramolekulare Atmung nur unter bestimmten chemisch- 
physikalischen Voraussetzungen des betreffenden Systems als solche erkannt 
werden kann. 

Als solche Voraussetzungen werden die Abbaugeschwindigkeiten in 
den verschiedenen Systemen erkannt, und in der Tat ist iiberall in den 
Systemen mit geringer Abbaugeschwindigkeit (meistens unter 0,5) ein 
maximaler Nitroreduktionseffekt beobachtet worden. Dort hingegen, wo 
die N-Quelle (Pepton) gesteigerte Umsetzung verursacht, tritt die Nitro- 
reduktion zuriick und die tiefgreifenden Umsetzungen werden vermittelst 
der Luftatmung durchgefiihrt. 

Bei dieser Betrachtungsweise der Vorgiinge l4Bt sich nunmehr ver- 
stehen, daB einer gesteigerten Bakterienvermehrung voraus die maximale 
Nitroreduktionswirkung geht, denn im Moment einer stattgehabten 
kraftigen Vermehrung ist ein solches System im allgemeinen von groBer 
Umsetzungsfahigkeit, und die intramolekulare Atmung kann nicht mehr 
geniigen und muB8 durch die Luftatmung ersetzt werden. Unter dieser 
Betrachtungsweise kann das Verhalten des Peptonsystems wohl eher ver- 
standen werden. 

Beziiglich des Einflusses des Fleischextrakts auf die Nitroreduktion 
kann dieser als Lieferant von leicht dehydrierbarem Wasserstoff die Nitro- 
reaktion férdern ; ebenso miiBten alle ahnlichen Kérper, z. B. Organextrakte, 
wirken, oder diese Stoffe wirken dadurch, daB sie die Aktivierung des ab- 
zuspaltenden Wassers beeinflussen'). Klare Beziehungen zwischen der 
Nitratreduktion und der Nitroreduktion lassen sich unter den vorliegenden 
Bedingungen nicht angeben. Denn es muB ohne weiteres eingesehen werden, 
daB die intramolekulare Atmung gelegentlich wirksam sein kann, und dann 
ist es nicht ausgeschlossen, daB der bei der Reduktion frei werdende Sauer- 


') Womit die von Bieling, 1.c., beobachteten und _ beschriebenen 
Férder- und Hemmungseffekte eine einfache Erklarung finden wiirden. 
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stoff als Wasserstoffakzeptor auftreten kann. Andert sich aber die Ge- 
schwindigkeit der Abbauvorginge im positiven Sinne, dann tritt der Luft- 
sauerstoff als Wasserstoffakzeptor auf und wird den ganzen Atmungs- 
vorgang beherrschen. Ob dann erst die Dehydrierung iiber die Brenz- 
traubensaéure hinwegschreitet und Acetaldehyd und Kohlensaéure sowie 
die weiteren Reaktionsprodukte bildet, diirfte sich hier kaum entscheiden 
lassen. Auf jeden Fall aber werden diese Zwischen- und Abbauprodukte 
gebildet'). Die Annahme, daB dabei diese Vorgiinge nach dem friiher an- 
gegebenen Schema von Wieland verlaufen kénnten, ist nunmehr nicht so 
unbegriindet, um so weniger, als die zentrale Stellung und Bedeutung des 
Acetaldehyds in den verschiedensten Lebensvorgiangen, insbesondere beim 
Abbau der Zuckerarten durch Neuberg und seine Mitarbeiter*) eindeutig 
nachgewiesen worden ist (siehe auch ,,Der qualitative Stoffwechsel**). 

Uber die Beeinflussung der Nitroreduktion durch Mangan geben die 
Versuche einigen AufschluB, und zwar, da® bereits in der 0,05-Konzen- 
tration im Nitrat-Milchséuresystem vdéllige Hemmung des _ Bakterien- 
wachstums eintritt (Versuch 1’). Dasselbe gilt fiir das Ammonchlorid- 
Milchsaiuresystem (0,05), nur nicht in gleich starkem MaBe, wobei aber die 
Nitroreduktion davon nicht beriihrt wird. Im Nitrat-Peptonsystem mit 
0,01 Mn (Versuch 6) ist zu Beginn eine deutliche Férderung der Nitro- 
reduktion zu beobachten, die dann aber immer mehr verloren geht. 

Es 148+ sich besonders deutlich erkennen, welch tiefgreifender Einflu8 
vor allem der qualitativen Zusammensetzung der Kulturfliissigkeiten 
beziiglich des Verlaufs der Nitroreduktion zukommt. Vergleichen wir 
die Wirkung des Peptons bzw. der Aminoséure im anaeroben System 
(Versuche von Braun und Cahn-Bronner) und diejenige im aeroben System 
der verschiedenen vorliegenden Versuche, so erscheinen deren Wirkungen 
beziiglich der intramolekularen Atmung bzw. der Nitroreduktion gerade 
entgegengesetzte zu sein. Im anaeroben System erméglicht die Aminosaure 
die intramolekularen O,-Umsetzungen tiberhaupt erst, wahrend im aeroben 
System diese durch Aminoséuren bzw. Pepton verhindert werden. 

Es darf nun angenommen werden, da die Intensitaét der Stoffwechsel- 
vorgange ebenso auf die Intensitét und Menge der Enzym- oder Ferment- 
produktion einwirkt, wie dies fiir die anderen Lebensfunktionen des 
Bakteriums der Fall ist. Da wir nun nach Wieland annehmen, daB das 
Primare beim Abbau der Nahrungssubstanzen durch die Zelle eine Ab- 
spaltung, eine ,,Aktivierung** von Wasserstoff ist, was eben durch diese 
Enzyme oder Fermente besorgt wird, so mu8 logischerweise auch ein Zu- 
sammenhang angenommen werden zwischen solchen Stoffen, welche die 
Enzymproduktion beeinflussen. Dies ist sicherlich fiir die Aminosauren 
neben anderen Wirkungen der Fall. 

Unter diesem Gesichtswinkel betrachtet, kame der Asparaginséure 
in den anaeroben Versuchen von Braun und Cahn-Bronner vor allem die 
Wirkung eines Wasserstoffaktivators dadurch zu, daB er enzymatische 
Eigenschaften in das System bringt, worauf sich der Dehydrierungs- 
vorgang abspielen kann. (Milchsiureoxydation durch den Sauerstoff des 
Nitrats als Wasserstoffakzeptor; das Nitrat benétigt, um angegriffen zu 


1) Siehe ,,Der qualitative Stoffwechsel*. 

*) Neuberg, Die Garungsvorgange und der Zuckerumsatz in der Zelle. 
Jena 1913; Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 78, 96; Neuberg in 
Oppenheimers Handbuch der Biochemie. II. Aufl., Band II, 1924. 
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werden, keine Energie, sondern laBt bei seinem Zerfall die entsprechende 
Kalorienzahl frei werden.) Der anaerobe Abbau kann dabei als gehemmter 
LebensprozeB betrachtet werden. 

Im Aminosiure- bzw. Peptonsystem der aeroben Versuche, wo die 
Nitroreduktion gleich Null ist, hatten wir infolge der ungehemmten Wirkung 
des Luftsauerstoffs einen gesteigerten Abbau des Peptons anzunehmen, 
wodurch die enzymatischen und somit auch die aktivierenden Eigenschaften 
erhéht wiirden, so daB der wirkungsbereite Luftsauerstoff die Milchsaéure- 
dehydrierung ausfiihrt, bevor hierzu der Nitratsauerstoff fahig geworden ist. 

Die Oxydationsphase Brenztraubenséure-Acetaldehyd kommt spiter 
hierfiir als energetisch indifferent nicht mehr in Frage. 

Uber die Brauchbarkeit der Nitroreduktionsmethode kann nunmehr 
noch kurz folgendes angefiihrt werden: 

Beobachtungen iiber unvollstandige Reduktionen der NO,-Gruppe 
unter Bildung von nicht rot gefarbten Zwischenkérpern, wie hieriiber in 
neuester Zeit!) Kirchner berichtet, wurden nicht gemacht *). Dagegen konnte 
festgestellt werden, daB bei der Autoklavenbehandlung (15 Minuten 110°) der 
2proz. Nitroanthrachinonlésung ein betrachtlicher Teil wahrscheinlich 
hydrolytisch gespalten wird und in das rote Aminoanthrachinon iibergeht. 
Uberdies muBte festgestellt werden, daB bei der Messung von Amino- 
anthrachinonkonzentrationen mit tiber 4 mg in 10 cem in den zweckmaBigen 
Verdiinnungen durch Umrechnung nicht mehr der Original-, sondern ein 
héherer Gehalt an Farbstoff erhalten wurde. Da selten so hohe Konzen- 
trationen zur Beobachtung gelangten, wurde die Ursache dieser Unstimmig- 
keiten nicht festgestellt. 

Dagegen darf angenommen werden, da8 nicht alle beobachteten 
Nitroreduktionseffekte sogenannte anaerobe Atmungsvorginge darstellen, 
die den Luftsauerstoff unberiicksichtigt lieBen, sondern da8 rein gaérungs- 
artige Zellprozesse*), vor allem im Nitroeffekt der Versuche 2, 2’a, 2’b 
und 3 registriert sein diirften. 

Uber die Methode zur Messung der intramolekularen Atmung kann 
gesagt werden, da8 sie innerhalb gewisser Voraussetzungen und bestimmter 
Grenzen ganz brauchbare Resultate liefert (siehe die graphischen Tabellen). 
Diese diirften nicht absolut quantitative, aber untereinander gut vergleich- 
bare Werte enthalten. Dabei muB beriicksichtigt werden, daB hydrolytische 
Spaltungen ausgeschlossen sind und nur Dehydrierungsvorginge im Sinne 
von Wieland*) untersucht werden. 


Uber die Toxinbildung. 


a) Virulenzpriifung. Als Kulturfliissigkeiten des Stammes Nr. | wurden 
das Nitrat-Milchséure- und das Ammonchlorid-Milchsaéuresytsem *) (Schlu8- 
Py = 7,6 bis 7,8) verwendet und einem Meerschweinchen davon 1,0 ccm 
intraperitoneal injiziert. Zur sicheren Feststellung der Infektionsursache 
wurde jeweils aus dem Herzblut der gestorbenen Tiere das B. pyoc. heraus- 
geziichtet. Im folgenden sind die naheren Versuchsbedingungen und das 
Ergebnis der Virulenzpriifung zusammengestellt. 


') Arch. f. Hyg., lL. ec. 

*) Es ist auch nicht wohl méglich, wenn in Puffern gearbeitet wird 
*) Lipschitz und Gottschatk, Plfiigers Arch. 191, 33, 1921. 

*) Wieland, 1. c. 


‘) Entsprechend N.L., und N.L., (siehe friiher). 
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N-Quelle  ierten Kultur | dee Theres = 
des Systems Tage ’ Std. “yuan 
NaNO, . . 5 530 10+ fot. of. 
NaNO, . . 10 300 8+ 4.4. 
J ae 5 350 9+ tpt 
NH,Cl “tar 10 320 8+ ++4 


b) Priifung auf Toxinbildung. Die unten naher bezeichneten Kulturen 
des Stammes Nr. 1 wurden, wie friiher angegeben, durch Schiitteln mit 
Toluol sterilisiert') und den Tieren davon je 3 ccm intraperitonal injiziert. 
In der folgenden Zusammenstellung sind die naheren Bedingungen und 
das Resultat der Versuche zusammengefaBt. Die Zusammensetzung der 
Nahrlésungen wird nur durch die N- und die C-Quelle und allfiallige be- 
sondere Zusitze charakterisiert. Im iibrigen liegen die bekannten, bei 37° 
bebriiteten Nahrlésungen vor. 


Versuche iiber die Toxinbildung. 





Alter Gewicht 
Nr. Kulturflissigkeit _—_ — —. Resultat 
Tage 
1 NaNO, Pepton 7 7.8 320 = Sofort starker werdende Vergiftungtsymp- 
tome *) (V.5S.), nach 6 Std. vollkommen 
apathisch. Nach 14 Std. andauernd 
munter. 
2 NaNO, Milchsaure 7 7.5 230 Sofort fiir etwa 2 bis 3Std. V.S.. dann 
andauernd munter. 
3 NH,CI Milchséure 7 7.5 230 | Keine V.S. Munter. 
4 NH,Cl Brenz- 7 75 190 = Keine V.S.  Munter. 
traubenséure 
5 NaNO, Pepton 10 78 300 = Sofort starker werdende V.S. Nach 8 Std. 
. — apathisch. Nach 20 Std. beinahe 
ernolt. Nach 2 x 24Std. munter. 
6 NaNO, Milchséure 10 7.6 240 Biss sig Std each Ins. _— wooed 
Mai % auernde V.S., Tier véllig apathisch. 
1 Proz. Fleisch Nach 20 Std. Erholung bemerkbar (frift 
extrakt nicht). Nach 2 24Std. munter. 
7 NaNO, Milchséure 10 75 190  Sofort fiir etwa 4Std. V.S. Nach 20Std 


beinahe munter, nach 2 24 Std. munter. 
7'| NaNO, Milchséure 10 7,6 240 | Wie bei Versuch 7. 
8 NaNO, Milchsaure 10 7,6 250  Etwa 1/, Std. nach Inj. starke V.S. Voll- 


standig apathisch fiir etwa 8 Std. Nach 
+ 0,01 Mn 14 Std. beinahe normal, nach 24 Std. 
munter. 
9 NaNO, Brenz- 10 7.6 280 Beinahe keine Symptome, nach etwa 
traubensaéure 8Std. munter. 
10 NH,Cl Brenz- 10 7.5 240 Sofort fiir einige Stunden starke V. S. 
traubenséure Nach 24 Std. munter. 


11 NH,Cl Milchséure 10 7,5 | 240 — Fiir etwa 2 bis 3Std. deutliche V. S. Apa- 
thisch. Nach 20 Std. munter. 


11’. NH,Cl Milchsiure| 10 7,6 | 170 | Wie bei Versuch 11. 
12 NH,Cl Milchsiure| 10 7,6 | 310 | Wie bei Versuch 11. 
+ 0,01 Mn 
*) Vergiftungssymptome (V.S.) = aufgetriebenes Abdomen, krampfhafte fibrillire Zuckungen, 
Striuben besonders der Kopfhaare und auf der Seite liegen (Kolle und Wasserman, |. c.). 


1) Sterilitatsprobe : 0,5 cem Kulturfliissigkeit in 10ccm Bouillon ergaben: 
nach 24 Stunden bei 37° kein Bakterienwachstum. 
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Ergebnisse der Versuche iiber die Toxinbildung des B, pyoe. 

Die Versuche iiber die Virulenz ergeben, da8B das Bakterium nach 
fiinf- bis zehntagigem Wachstum in eiwei®Sfreien, sehr einfach zusammen- 
gesetzten Nahrlésungen die Fahigkeit beibehalt, im Meerschweinchen- 
kérper wirksame Giftstoffe zu bilden. Dabei konnte beziiglich der N- Quelle 
(ob sauerstoffhaltig oder nicht) kein Unterschied beobachtet werden. Da&S 
diese Giftwirkung hauptsachlich eine solche von Endotoxinen sein muS 
und nicht auf gleichzeitig im Nahrmilieu entstandene Exotoxine zuriick- 
gefiihrt werden kann, diirfte dadurch bewiesen sein, daB 3ccm sterile 
Kulturfliissigkeit nicht die tédliche Dosis Toxin enthalten. 

Die Versuche iiber die Toxinbildung ergeben, daB das B. pyoc. zweifellos 
die Fahigkeit besitzt, bei Fehlen von organischem Stickstoff in ganz einfach 
zusammengesetzten Kulturfliissigkeiten bereits nach siebentaégigem Wachs- 
tum bei 37° ein Toxin zu bilden, das beim Meerschweinchen die hierfiir 
typischen Symptome erzeugt. Die Menge oder die Starke des gebildeten 
Toxins scheint allerdings bei einer Dosis von 3ccm Kulturfliissigkeit nie 
eine tédliche zu sein. Eine Beeintrachtigung der Toxinbildung (qualitativer 
oder quantitativer Art) ist also bei gegebener Virulenz des Stammes sicher 
vorhanden. Naheres hieriiber diirften die Versuche kaum ergeben. Dagegen 
ist interessant festzustellen, daB bei Ammonchlorid als N-Quelle (Ver- 
suche 3, 4, 10, 11, 11’ und 12) entweder keine oder bedeutend abgeschwachte 
Symptome auftreten, wobei in diesen Fallen eine Wirkung der Brenz- 
traubenséure (Versuch 10) nicht ganz von der Hand zu weisen ist. Eine 
augenfallige Wirkung des Mangans als Katalysator (Versuch 12) kann hier 
ebensowenig beobachtet werden. Bei Nitrat als N-Quelle ist die Wirkung 
des Toxins eine heftigere, aber auch hier kommt dem Mangan (Versuch 8) 
keine akkumulative Wirkung zu. 

Andererseits aber mu die Beobachtung iiberraschend wirken, da8 
weder Peptonzusatz (Versuch 1 und 5) noch der Zusatz von Fleischextrakt 
(Versuch 6) zum Nitrat- bzw. Nitrat-Milchséiuresystem tédlich wirkende 
Toxinmengen liefert; dies ist nur der Fall in der Kombination beiderKérper 
in Form der Nahrbouillon'). 

Wenn man sich zur Erklarung der Toxinbildung der Vorstellungen von 
Dernby und Walbum*) bedienen will, welche fiir das Diphtherietoxin 
folgendes Schema aufstellen: 


1. Albumosen durch die proteolyt. Enzyme _ Zwischenprodukte 
(atoxisch) der Diphtheriebazillen. (toxisch) 
Tiefere Abbau 
‘ach ier Diphtheriebazille — produkte, Aminosaur. 
(toxisch) der Diphtheriebazillen. u. dgl. (atoxisch) 


2. Zwischenprodukte durch die proteolyt. Enzyme 


so diirfte im vorliegenden Falle die Bildung des Toxins beim B. pyoc. damit 
nicht leicht in Ubereinstimmung gebracht werden kénnen. Nach Braun 
und Cahn-Bronner*) dagegen wird das Dysenterietoxin ebenfalls in Kultur- 
fliissigkeiten ohne organische Stickstoffquelle bei ahnlich einfacher Zu- 
sammensetzung gebildet, welche Ergebnisse allerdings in Widerspruch zu 
denjenigen von Doérr*) stehen. 


1) Siehe S. 322 dieser Arbeit. 

*) Walbum, Das Diphtherietoxin, 1925 (Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethoden. . 

3) Le. 

) Le. 
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Hier kénnen nur weitere Untersuchungen in einfachen Nahrlésungen 
abkliren, aber es diirfte nicht ausgeschlossen sein, daB Abbauprodukte 
des gebildeten BakterieneiweiBes Toxine oder toxisch wirkende Stoffe 
liefern. Oder das B. pyoc. hat bei Gegenwart von geniigend abbaufahigen, 
energiereichen Stickstoffverbindungen nicht albumotischer Natur die 
Fahigkeit, rein synthetisch sein Toxin zu bilden. Hierfiir sprechen die friiher') 
gemachten Beobachtungen, daB das B. pyoc. in der ersten Wachstums- 
phase sogleich alle die Millonsche Reaktion gebenden Komponenten des 
Peptons véllig abbaut und daraus sowohl viel assimilierbare Stickstoff- 
substanzen als ebense Lebensenergien gewinnt. Diese Beobachtung wird 
durch die Ergebnisse von Supniewski im Tyrosinstoffwechsel des B. pyoc. 
bestatigt*). Es wird dort festgestellt, daB Tyrosin eine der wenigen zyklischen 
N-Verbindungen darstellt, welche das B. pyoc. bis zur weitgehenden Zer- 
stérung des Benzolkerns abbauen kann. 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, in 
einfachen, chemisch wohldefinierten Kulturfliissigkeiten unter genauer 
Kenntnis der Eigenschaften und biochemischen Fahigkeiten des ver- 
wendeten Bakterienstammes dessen Abbau- und Zwischenprodukte zu 
ermitteln. Dadurch sollte das Problem des sogenannten Verwendungs- 
stoffwechsels, wie solches von Braun und Cahn-Bronner und Mit- 
arbeiter gestellt wurde, von der Seite des _ ,,Bildungsstoffwechsels* 
aus angegriffen werden. 

Weiter wurden die Untersuchungen auch in quantitativer Richtung 
ausgedehnt. Es war das Ziel, unter bekannten Voraussetzungen gewisse 
Stoffwechselvorginge einfacher Art méglichst vollstandig quantitativ 
zu erfassen, um speziell iiber die Frage des N-Umsatzes (Bilanz) und 
iiber die quantitativen Beziehungen der dissimilatorischen und assi- 
milatorischen Phasen des N-Stoffwechsels einigen AufschluB zu_be- 
kommen. Diese qualitativen und quantitativen Ergebnisse sollten 
verwertet werden, um einen Einblick zu bekommen in den feinern 
Mechanismus der intramolekularen Atmung, um schlieBlich daran zu 
gehen, die Frage nach der Bildungsweise von besonderen Stoffen des 
bakteriellen Stoffwechsels (Toxine) bearbeiten zu kénnen. 

Ein kurzer Riickblick iiber das hiervon tatsaichlich Bearbeitete 
und das dabei Erreichte mége hier folgen. 

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit werden einige bis jetzt unbekannte 
Feststellungen gemacht iiber die Wachstumsverhialtnisse des B. pyoc. 
in chemisch einfachen Nihrlésungen mit verschiedenen p,-Werten. 
Dann konnte im qualitativen Abschnitt erstmals gezeigt werden, dal} 
unter den Dissimilationsprodukten des B. pyoc., vor allem im Nitrat- 
Milchsiuresystem, Brenztraubensiure intermediir auftritt. Neuberg 


1) Siehe S. 344 dieser Arbeit. 
2) Supniewski, diese Zeitschr. 146, 522, 1924. 
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und Neuberg und Mitarbeiter (1. c.) haben die Stellung der Brenz- 
traubenséiure bei der bakteriellen Garung in den iiblichen Kultur- 
fliissigkeiten, besonders beim Zuckerabbau des Bact. coli und einigen 
aeroben Bazillen als erste gewiirdigt, sowie die Tatsache und die 
Bedeutung der Aldehydproduktion im Stoffwechsel dieser Mikro- 
organismen nachgewiesen und klargelegt. Weiter konnte nach- 
gewiesen werden, daf wiederum von der Brerztraubensiure aus die 
assimilatorische Phase einsetzt, und zwar, daB durch Kombination 
dieser Siure mit einem Dissimilat (Ammoniak) Alanin gebildet wird, 
welches als organisierter Baustein zum bakteriellen Eiwei8 anzusprechen 
ist. Daneben konnte der Nachweis gefiihrt werden, daB der Acetaldehyd 
auch hier seine bedeutungsvolle Rolle als intermediires Zellstoff- 
wechselprodukt beibehalt, das mittels der Reaktion von Cannizzaro 
Vertreter der Alkohole und Sauren liefert. 

Damit wird dargelegt, daB die Anschauungen von Neuberg und 
anderen Forschern immer mehr Wirklichkeit werden, wenn sie, wie z. B. 
Embden, iiber den Glucoseabbau folgendes Schema aufgestellt haben '), 
welches eine Modifikation des erstmals 1908 von Neuberg in Oppen- 
heimers Handbuch der Biochemie entwickelten Abbauschema darstellt. 


d-Glukose 
Glycerinaldehyd 
d-Milchsaure 
Brenztraubensiure @ d-Alanin 
Acetaldehyd 
Essigsaéure 
Kohlendioxyd und Wasser. 

Im quantitativen Abschnitt wird fiir ein Nitrat-Milchsiuresystem 
eine detaillierte SchluBbilanz aufgestellt. Fiir ein solches mit Ammon- 
chlorid-Milchsaiure wird ebenfalls eine SchluBbilanz aufgestellt, wobei 
festgestellt werden konnte, daB das Ammonchlorid-Milchsiure-System 
nur etwa ein Drittel des Nitratstickstoffs in BakterieneiweiB umsetzt. 
Ferner wird wahrscheinlich gemacht, daB dies auf weitgehende assimi- 
itatorische Tiatigkeit des Nitrat-Milchsiure-Systems zuriickgefiihrt 
werden kann. 


Uber die Wechselbeziehungen zwischen dissimilatorischer und 
assimilatorischer Tatigkeit geben Angaben iiber die Abbaugeschwindig- 


1) Zitiert nach Hahn, GrundriB der Biochemie. 1923. 
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keiten der Stickstoffquelle einigen AufschluB. Diese leiten zum Ver- 
stindnis von Dehydrierungsvorgingen tiber, d.h. zum Verstandnis 
der Bedeutung der intramolekularen Atmung im Stoffwechsel des 
B. pyoc. Diese wird im Gegensatz zu Bieling') nur als Ersatzatmung 
erkannt, die sich nur dann abspielt, wenn der LebensprozeB relativ 
energiearm verlauft. 

Zum SchluB konnte bestatigt werden, daB das B. pyoc. auch in 
chemisch einfachen und frei von albumotischem Stickstoff zusammen- 
gesetzten Kulturfliissigkeiten seine Virulenz und die Fahigkeit, toxische 
Produkte zu bilden, beibehalt. 


1) Bieling, |. c. 





Studien iiber den Fett-, Cholesterin- und Steroid-Stoffwechsel 
im Organismus wachsender Ratten bei An- und Abwesenheit 
von Vitamin A. 


Von 
Backiang Liang (Schanghai, China) und Leonhard Wacker. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 15. August 1925.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Nach der friiheren Anschauung iiber die Ernihrung sind zum 
Wachstum des jugendlichen und zur Erhaltung des erwachsenen 
Organismus Kohlehydrat (K. H.), Fett, EiweiB und Nahrsalze erforder- 
lich. Die organischen Nahrungsmittel sind bis zu einem gewissen 
3rade isodynam, d. h. sie kénnen sich entsprechend ihrer Verbrennungs- 
warme gegenseitig vertreten. Eine Ausnahme macht in dieser Hinsicht 
nur das EiweiB, insofern eine bestimmte Menge desselben zur Erhaltung 
des Organismus unbedingt erforderlich und nicht vertretbar ist. Uber- 
schiissig zugefiihrtes K. H. kann in Fett umgewandelt und als solches 
deponiert werden (Fettmast). Durch die moderne Forschung wissen 
wir aber, daB dadurch die Lebensbedingungen nicht erschépft sind, 
denn es sind noch geringe Mengen von Vitaminen erforderlich, Stoffe, 
die ihrer eigenartigen Wirkungsweise zufolge auch als Nahrungshormone 
bezeichnet werden kénnten. : 

Die folgenden Untersuchungen sind darauf gerichtet, Anhalts- 
punkte zu gewinnen, ob die in den natiirlichen Fetten neben dem 
Vitamin A enthaltenen Begleitstoffe gleichfalls von lebenswichtiger 
Bedeutung sind bzw. welche Rolle ihnen zukommt. Sie gehen von der 
bekannten Erfahrung aus, daB wachsende Ratten sterben, wenn man 
aus einer Nahrung, die alle zum Wachstum erforderlichen Bestandteile 
enthalt, das Fett weglaBt. Die Todesursache kann dabei nicht im 
Mangel an Energiestoffen zu suchen sein, denn die Tiere sterben auch, 
wenn man in der Nahrung an Stelle des Fettes eine kalorisch aquivalente 
Menge K. H. setzt. Das Fett und speziell das Milchfett enthalt demnach 
neben den Triglyceriden einen Stoff, der lebenserhaltend wirkt, anti- 
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rachitische Eigenschaften hat und den man als Vitamin A!) bezeichnet 
hat. Es enthalt aber noch eine Reihe anderer Stoffe, itiber deren 
physiologische Bedeutung man im unklaren ist. Es sind dies das 
Cholesterin und seine Fettsiureester, die Steroide (Begleitsubstanzen 
des Cholesterins), ein luteinihnlicher gelber Farbstoff (Lipochrom) 
und vielleicht noch andere Substanzen, z. B. findet sich im mensch- 
lichen Depotfett in sehr geringer Menge ein bei 62° schmelzender, 
in Alkohol schwer léslicher Kérper. Es ist naheliegend, zuerst an 
die Identitét des Vitamins A mit einem oder mit der Gesamtheit 
dieser im natiirlichen tierischen Fett gelésten Substanzen zu 
denken. Ein derartiger, allerdings nicht unbestrittener Standpunkt 
wurde auch von Steenbock*) und Mitarbeitern vertreten, die einen 
Parallelismus von gelbem Farbstoff mit Vitamin A nachweisen konnten. 
Die Beziehungen dieser Stoffe untereinander sind weiter gekennzeichnet 


dadurch, daB der Gehalt an Lipochrom im menschlichen Depotfett*) ° 


auch parallel geht mit dem Cholesterin und Steroidgehalt. Aber trotzdem 
lieB sich sehr bald fiir das Cholesterin der Beweis erbringen, daB es zu 
den lebenswichtigsten Substanzen in diesem Sinne nicht gezihlt werden 
kann. Setzt man nimlich gemiB Niemes und Wacker*) einer fettarmen 
K. H.-reichen Kost wiederum Cholesterin zu, so bleiben die so genahrten 
Ratten nicht nur nicht am Leben, sondern sie sterben friiher als solche, 
die fettarm und cholesterinfrei ernahrt wurden. Die Erklirung, warum 
der Entzug des Cholesterins keine nachweisbaren Stérungen im 
Organismus hervorruft, liegt in dem Nachweis der Synthese dieses 
Kérpers im Organismus. Der von Beumer und Lehmann®) fiir junge 
Hunde einwandfrei erbrachte Beweis konnte von uns an jungen Ratten 


1) Die Erwartung, beim Weglassen des Fettes aus einer Magermilch- 
Kohlehydratnahrung bei wachsenden Ratten experimentelle Rachitis zu 
erzeugen, erwies sich als triigerisch. Dies war um so mehr iiberraschend, 
als nach amerikanischen Forschern das Unverseifbare des Lebertrans 
antirachitisch wirkt. Unsere diesbeziiglichen wiederholten Versuche ergaben 
nur schwere allgemeine Degenerationserscheinungen. Auch die Zugabe 
von Unverseifbarem aus Depotfett zu einer Magermilchstaérkenahrung 
fiihrte verhaltnismaBig bald zum Tode (Jos. Roetzer, Inaug.-Diss., Miinchen 
1922; J.C. Drummond, Biochem. Journ. 18, 81, 1919). Eine Erklarung 
dieser Widerspriiche diirfte vielleicht in der Verschiedenheit der Grund- 
nahrung zu suchen sein. 

2) H. Steenbock, Science 50, 352, 1919; Otto Rosenheim und J. L. 
Drummond, Lance 1, 862, 1920; Steenbock, Sell, Nelson und Buell, Journ. 
of biol. Chem. 82, 46, 1921. 

3) L. Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 407, 1912. 

4) Ph. Niemes und L. Wacker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 98, 1922. 

5) H. Beumer und Fr. Lehmann, Zeitschr.f.exper. Med. 87, 1923; 
H. Beumer, Zeitschr. f. Kinderheilk. 87, 1925; J. Thannhauser und 
H. Schober, Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 1923. 
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bestatigt werden. Damit ist natiirlich nicht gesagt, daB das endogen 
produzierte Cholesterin kein lebenswichtiger Stoff ist, sondern gerade 
die Synthese spricht eher fiir die Unentbehrlichkeit, aber andererseits 
istdurch diese erwiesen, daB dem Fehlen desCholesterins beim Fettentzug 
aus der Nahrung eine lebenswichtige Rolle nicht zukommt. Hess und 
Weinstock!) berichten neuerdings tiber die antirachitische Wirkung 
des mit ultravioletten Strahlen behandelten Cholesterins. Wenn es 
sich bestatigen sollte, daB das Cholesterin die Muttersubstanz des 
antirachitischen Prinzips ist, so kann das Vitamin A mit dem 
letzteren nicht identisch sein. Es fragt sich nun, welche Be- 
deutung das mit dem Vitamin A parallel gehende Lipochrom haben 
kénnte und wie das Vitamin A selbst wirkt. Wenn wir Ratten 
in der erwaihnten Weise fettarm ernihren, so beobachten wir im 
Anfang ein normales Wachstum gleich den fettreich ernihrten Kontroll- 
tieren. Nach einigen Wochen tritt aber ein Stillstand im Wachs- 
tum ein, dem bald ein jaher Gewichtsabsturz folgt. Man hat den Ein- 
druck, als ob der Organismus nicht in der Lage sei, aus dem darge- 
gebotenen iiberschiissigen K. H. Fett synthetisch aufzubauen. Wihrend 
der Periode des normalen Wachstums steht dem Organismus offenbar 
noch eine geniigende Menge des wachstumsvermittelnden Hormons 
zur Verfiigung, sobald aber dieses Depot aufgebraucht ist, kommt es 
zum Zusammenbruch, der mit Degenerationserscheinungen verbunden 
ist, wie sie Borst und Hintzelmann®) in allen Organen nachgewiesen 
haben. Es sind also schwere Stoffwechselstérungen eingetreten, unter 
denen uns das Unvermégen, aus dem K. H. Fett anzusetzen, besonders 
aufgefallen ist. Wenn wir die Tierversuche friiherer Autoren*) zur 
Erzielung von Fettmast durch Verfiitterung einer K. H.-reichen Kost 
bei Schweinen, Gansen und Hunden verfolgen, so finden wir in der 
verwendeten Nahrung immer ein gewisses Minimum von Fett bzw. eine 
dieser Menge entsprechende kleine Quote des erforderlichen Vitamins 
bzw. gelben Farbstoffes. So hatten Lehmann und Voit, a. a. O., in der 
verfiitterten Reisnahrung auf 1921 g Reis 6,43 g Fett, und Rubner,a.a.O., 


1) Hess u.nd Weinstock, Journ. of biol. Chem. 64, 1925. 

2) M. Borst, Centralbl. f. allgem. Pathol. u. pathol. Anat. 38, 306, 1923; 
U. Hintzelmann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 100, 1, 353; vgl. dazu 
die gegenteiligen Befunde von Emmet und Allen, Proc. Soc. Amer. Biol. 
Chem. 14,; Journ. of biol. Chem. 58, 41, 1820; zitiert nach Funk, ,,Die 
Vitamine“‘. 

3) E. Meissl und Fr. Strohmer, Monatsh. f. Chem. 4, 1883; Sitzungsber. 
d. Kais. Akademie zu Wien, Abt. 3, 1883; Meissl, Strohmer und Lorenz, 
Zeitschr. f. Biol, 22, 1886; S. Chantewski, ebendaselbst 20, 1884; J. Munk, 
Virchows Arch. 101, 1885; M. Rubner, Zeitschr. f. Biol. 22, 1886; A. Rosen- 
feld, Berl. klin. Wochenschr. 1899, S. 664; K. B. Lehmann und G. Voit, 
Zeitschr. f. Biol. 42, 1901. 
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auf 100 g Rohrzucker und 85 g Starke 4,7 g Fett. Die neue e Forschung 
lehrt uns, daB diese Fettbeimischung unbedingt erforderlich war, denn 
bei vollkommenem Fettentzug wiiren die Tiere eingegangen. Einen 
Beweis fiir die Wichtigkeit nicht des Fettes, sondern der Begleitstoffe 
konnten Osborne und Mendel*) erbringen, denn es gelang ihnen, Tiere 
bei fettarmer Nahrung durch Zusatz von Vitamin A am Leben zu er- 
halten. Aus diesen Untersuchungen und Erwagungen geht hervor, 
daB auch die Synthese von Fett aus K.H. an die Anwesenheit von 
Stoffen in der Nahrung gebunden ist, die den Vorgang vermitteln. 


Diese F etisynthese aus K. H. ist — gleichgiiltig in welchen Abstufungen 
sie vor sich geht — chemisch als ein Reduktionsprozef charakterisiert, 
bei dem vielleicht die erwihnten Stoffe — Vitamin A und Lipochrom - 
als Vermittler und Sauerstoffiibertriger fungieren kénnten. Vom 
Vitamin A wissen wir nach den Untersuchungen von Hopkins*), dab 
es sauerstoffempfindlich ist, und nach Steenbock, Sell, Nelson und Buell*) 
kann das Vitamin A aus Alfalfa-Heu mit Wasserstoffsuperoxyd oxydiert 
und durch naszierenden Wasserstoff wieder regeneriert werden. Es 
wiirden also selbst geringe Mengen die erforderlichen Eigenschaften 
zur Ubertragung des K. H.-Sauerstoffs auf andere Kérpersubstanzen 
besitzen, weil sie sich immer wieder regenerieren kénnen. Abhnlich 
verhalt sich auch das Lipochrom, denn auch dieses vermag durch 
Reduktion eine Leukostufe zu formen, die durch Sauerstoffaufnahme 
wieder in den gelben Farbstoff iibergeht. Wie die folgenden Schemata 
zeigen, handelt es sich bei der Reduktion von K.H. zu Fettsiure 
um den Entzug groBer Sauerstoffmengen: 


1. 3. CgHy. 0, — CygHy,0, + H,O + O,5, 
2. 3 C,Hy.0, = Cig Hg 0, + Org, 


Aus Schema 3 berechnet sich eine Sauerstoffabgabe von nahezu 
der Hilfte des Gewichts (49 Proz.) vom Glykogen*) beim Ubergang des- 
selben in Olsiure. 

Die Fettmast ist also mit der Bildung einer recht erheblichen Meng: 
von endogenem Sauerstoff verkniipft, eine Tatsache, die sich auch am 
respiratorischen Quotienten bemerkbar macht®). 


1) Osborne und Mendel, Proc. exper. biol. Med. 1920; Journ. of biol. 
Chem. 45, 145, 1920; 45, 277, 1921. 

*) Hopkins, Biochem. Journ. 14, 725, 1920. 

3) Steenbock, Sell, Nelson und Buell, Proc. Soc. Biol. Chem., a. a. O. 

*) Glykogen aus neun Hexosemolekiilen bestehend; vgl. Wacker, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 149, 1911. 

5) Bleibtreu, Pfliigers Arch. 56 und S85. 
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Beziiglich der Bedeutung des Lipochroms sei erwahnt, daB Schweine- 
fett, das bekanntlich keinen gelben Farbstoff enthalt, als Zusatz zu 
einer sonst allen Anforderungen entsprechenden Nahrung an Stelle 
von Milchfett fiir wachsende Ratten ungeniigend ist und nach einiger 
Zeit zum Tode fiihrt [Fr. Paul')]. Selbst wenn man zugibt, daB der 
geringe Vitamingehalt des Schweinefettes die Insuffizienz einer solchen 
Nahrung bedingt, so ist doch immerhin auffallig, daB sie mit dem 
Mangel an Lipochrom zusammenfiallt. 


In diesem Zusammenhang sei auch an die anregende Wirkung des 
Aronschen Mohrriibenextraktes erinnert, die EF. Miiller*) auf die ge- 
firbten Pyrrolderivate wie Xanthophyllen und Carotinoiden zuriick- 


fiihren zu sollen glaubt. 


Es schien uns nun interessant, zu priifen, wie sich der wachsende 
Organismus gegeniiber Triglyceriden verhalt, die frei sind von den 
Begleitstoffen der natiirlichen Fette, wenn sie als Zusatz zu einer fett- 
armen Nahrung verabreicht werden. Wie im experimentellen Teile 
ausgefiihrt wird, sterben so gefiitterte Ratten friiher als bei Ersatz des 
Fettes durch Starke. Ganz ahnlich verhalten sich die Versuchstiere 
gegentiber einem Ersatz des Triglycerids durch seine Komponenten 
Fettsiure +- Glycerin. Bekanntlich kann nach den Angaben von 
J. Munk*) und anderen Neutralfett aus Fetistiure aufgebaut werden. 
Wenn wir diese Angaben auf Grund der Vitaminlehre nachpriifen, so sind 
sie nur bedingt richtig. Sie gelten nur so lange, als es sich um einen 
voriibergehenden Zusatz von reiner Fettsiure zur Nahrung handelt. 
Wenn J. Munk seine Versuchshunde abwechslungsweise 3 Tage lang 
mit Fettsiure und 21 Tage mit Schweinefett nebst Fleischzusatz ge- 
fiittert hat, so kommt natiirlich innerhalb 3 Tage der Mangel an 
Vitamin A nicht zur Geltung, zumal ja auch das Fleisch Vitamin enthalt. 
Nach unseren Erfahrungen bedarf es bei A-vitaminfreier Ernaihrung 
bei wachsenden Ratten schon vieler Wochen, bei ausgewachsenen 
vieler Monate, bis sie an Avitaminose zugrunde gehen. Die These, dab 
freie Fettsiure das Neutralfett ersetzen kann, diirfte daher nur Geltung 
besitzen, wenn fiir gleichzeitige Anwesenheit von Vitamin A gesorgt ist. 

Eine ratselhafte Substanz ist jene Begleitsubstanz des Cholesterins, 
die der eine von uns als Steroid*) bezeichnet hat, weil sie immer mit 
den Sterinen wie Cholesterin und Phytosterin zusammen in den Fett- 
substanzen vorkommt. Diese Fraktion umfaBt alle Stoffe des Un- 

1) Fr. Paul, Inaug.-Diss. Miinchen 1924; Drummond, Golding, Zilra 
und Coward, Biochem. Journ. 14, 742, 1920. 

*) Erich Miller, Med. Klinik 16, 1025, 1920. 

3) J. Munk, Virchows Arch. 80, 1880; 95, 1884. 

*) L. Wacker, Frankfurter Zeitschr. f. Pathol. 32, 281, 1925. 
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verseifbaren mit Ausnahme des Cholesterins'). Sie ist dadurch 
besonders gekennzeichnet, daB sie die Kristallisation des Cholesterins 
verhindert und es in kolloide Form bringt, sowie ihm jene plastischen 
Eigenschaften erteilt, welche fiir F ettsubstanzen gefordert werden miissen., 
wenn sie Flichen umkleiden sollen, um allenfalls als Zellhiillensubstanz 
fungieren zu kénnen. Nicht sichergestellt ist, ob das Steroid bei der 
von uns geiibten lsolierungsmethode im Originalzustand vorliegt oder 
ob es unter dem EinfluB der Lauge eine Veranderung erfahren hat 
und ob es ein einheitlicher Kérper ist. 

Wie im experimentellen Teile des niheren zu erértern ist, wird 
das Steroid im wachsenden Rattenorganismus bei fettarmer Ernahrung 
fast gar nicht, bei fetthaltiger Kost nur um ein Geringes vermehrt 
Ganz anders verhilt sich dagegen das Cholesterin. Es nimmt in beiden 
Fallen erheblich zu. Die Zunahme an Cholesterin ist jedoch gréber 
bei fett- und cholesterinarmer Kost als bei fett- und cholesterinhaltiger 
Es bestatigt sich hier bei den fettarm genihrten Tieren wieder die alte 
Erfahrung, daB der Organismus jene Stoffe, die er zu produzieren ge- 
zwungen ist, im Uberschu8 herbeischafft. Komplizierter werden die 
Verhaltnisse, wenn man das mit der Nahrung aufgenommene Cholesterin 
und Steorid mit den durch den Kot abgegebenen Stoffen vergleicht. 
Zuniachst fehlt dabei jeglicher Anhaltspunkt, wieviel der zugefiihrten 
Substanzen resorbiert werden, den Organismus passieren und durch 
die Galle in den Darm ausgeschieden werden und wieviel lediglich als 
Schlacke durch den Darm hindurchgegangen sind. Bemerkenswert ist, 
daB die fettarm ernihrten Tiere, die nur sehr wenig Cholesterin auf- 
nehmen, im Kot eine sehr viel reichlichere Menge (etwa das Fiinffache) 
abscheiden. Bei fett- und cholesterinreicher Kost wird annihernd eben- 
soviel Cholesterin durch den Darm ausgeschieden als mit der Nahrung 
aufgenommen wurde, iiber die resorbierte Menge gibt die Analyse 
natiirlich keinen AufschluB. Die Bilanz des Steroidstoffwechsels ist 
bei beiden Fiitterungsweisen negativ, die mit fetthaltiger Kost 
geben aber acht- bis neunmal soviel mit dem Kot ab als die fettarm 
genabrten. 

Zurzeit liegen hier noch uniibersehbare Verhiltnisse vor. Man 
muB8 — nach der Gesamtbilanz — unter Beriicksichtigung der im 
Kérper zuriickgehaltenen Stoffe annehmen, daB das Choiesterin bei 
fettarmer Kost in gréBerem Umfange synthetisch aufgebaut wird als 
bei fetthaltiger; ein Resultat, das ja den Erwartungen entspricht. Bei 


1) Anmerkung bei der Korrektur: Nach den neuesten Untersuchungen 
von H. Beumer (Miinch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 38) iiber die Einwirkung 
der ultravioletten Strahlen auf Cholesterin miiBte sich die antirachitisch 
wirkende Substanz des Lebertrans bei der Steroidfraktion befinden. 





Fett-, Cholesterin- und Steroid-Stoffwechsel usw. 377 


dem Steroidstoffwechsel liegen allerdings die Verhiltnisse anders. Bei 
fettarmer Ernahrungsweise ist nur eine geringe Menge von synthe- 
tischem (?) Steorid nachzuweisen, wahrend sie bei fetthaltiger enorm 
groB ist. Irgend eine Erklirung kann hierfiir zurzeit nicht gegeben 
werden, schon weil iiber die Natur und Funktion der Steoride so wenig 
bekannt ist (siehe Tabelle ITT und IV). 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche gehen auf die Zeit vor dem Kriege zuriick. Reitzenstein') 
hatte sich schon in den Jahren 1913/14 in unserem Laboratorium die Aufgahe 
gestellt, die Bedeutung des Cholesterins fiir den Organismus dadurch zu 
erforschen, da®B er diesen Stoff aus der Nahrung fortlieB. Zu diesem Zweck 
stellte er einen Brei aus Magermilch und Starke her. Das Fett fehlte 
ganzlich. Er ging dabei von der Annahme aus, da8 das Fett aus dem im 
Uberschu8 angebotenen K. H. synthetisch aufgebaut werden kann, wahrend 
das durch den Fettentzug fehlende Cholesterin infolge Unvermégens?) einer 
Synthese im Organismus zu Ausfallerscheinungen hiitte fiihren sollen. Tat- 
sichlich starben die so genahrten jungen Ratten nach méhreren Wochen. 
Der Ausbruch des Krieges verhinderte Reitzenstein, der leider waihrend des- 
selben gefallen ist, an der Fortsetzung der Arbeiten. Nach dem Kriege 
nahmen Niemes und Wacker (a. a. O.) die Arbeiten wieder auf und setzten 
einem derartigen fettarmen Brei Cholesterin zu, in der Erwartung, daB die 
Tiere nunmehr leben wiirden. Sie starben aber friiher bei Cholesterinzusatz 
als ohne denselben. Ein Beweis fiir die Wirkung des Cholesterins war somit 
auf diese Weise nicht zu erbringen. Aufklirung iiber diese widerspruchs- 


vollen Ergebnisse ergab sich aus der Vitaminlehre und dem Nachweis 
der Synthese des Cholesterins im Organismus. Die folgenden Versuchie 
sind eine Fortsetzung dieser Arbeiten. Es sollte festgestellt werden, wie 
sich die Verhaltnisse entwickeln, wenn dem Brei reines Triglhycerid und 
seine Komponenten zugesetzt werden und wie sich die Cholesterin- und 
Steroidbilanz bei fettarmer und fetthaltiger Kost gestaltet. 


1. Versuchsrethe. 

Die Versuchsabteilung A ist ein Kontrollversuch. Er bestatigt die 
Angaben, daB ein Brei aus Trockenmagermilch (der Molkerei Eisenharz, 
wiirttemberg. Allgiu), Kartoffelstirke (der Starkezuckerfabrik A.-G., 
Frankfurt a. d. O.), Butterschmalz oder menschlichem Depotfett und Wasser 
alle zum Wachstum und Wohlbefinden junger Ratten nétigen Stoffe enthalt. 
In Abteilung B wurde in dem Brei das Depotfett durch reines Triglycerid 
(Triolein Kahlbaum) ersetzt. Diese Nahrung war unzureichend, die Tiere 
starben; genau so verhielt sich die Abteilung C bei Ersatz des Depotfettes 
durch Olséure nebst dem zur Fettsynthese erforderlichg, Glycerin. Bei 


1) K. Reitzenstein, Inaug.-Diss. Miinchen 1920; vgl. dazu W. Stepp, 
Zeitschr. f. Biol. 59, 1912; P. Lander, Biochem. Journ. 9, 78, 1915. 

*) Die Annahme, da8 Cholesterin nicht im Organismus synthetisiert 
wird, sondern direkt oder indinekt aus dem Phytosterin der Pflanzen- 
nahrung stammt, ist auf die diesbeziiglichen alteren Versuche von Hilis und 
Gardner (Proz. of the Roy Soc. B. 84 und 85, 1912) zuriickzufiihren. Neuere 
Versuche von Fox und Gardner siehe Chem. Centralbl. 1925, Il, 479. 
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den Tieren der Abteilung D bestatigen sich wieder die Erfahrungen 
friiherer Versuche, da® das natiirliche Fett in einer Breinahrung nicht 
durch reines K.H. (Starke) ersetzt werden kann. Zur Bereitung des 
Breies wurde das Magermilchpulver mit Starke, den erwahnten Fettzusatzen 
und Wasser gut gemischt und unter Umriihren am kochenden Wasserbade 
bis zur Verkleisterung erhitzt. Da bekanntlich das Milchpulver geringen 
Eisengehalt besitzt, wurden zur Vermeidung anadmischer Erscheinungen 
bisweilen geringe Mengen von kolloidalem Eisenoxyd nach entsprechender 
Verdiinnung zugefiigts Der Brei wurde stets im UberfluB verabreicht. Zur 
Feststellung der taglich aufgenommenen Nahrungsmenge wurde der vor- 
gesetzte Brei und der zuriickgebliebene Rest taglich gewogen und aus 
der so ermittelten Menge der Kaloriengehalt der aufgenommenen Nahrung 
berechnet unter Zugrundelegung der folgenden Zahlen'): 
Kaloriengehalt der Magermilch (gemai®6 Analyse berechnet) 3,6 Cal pro 1 g. 
Kaloriengehalt der Starke 4,1 Cal pro 1 g. 
Kaloriengehalt des Fettes 9,3 Cal pro 1g. 

Wiahrend des Versuches wurden die Tiere wéchentlich einmal gewogen. 
Als Versuchstiere wurden acht grauschwarze Ratten, und zwar vier Stiick 
3 Monate alte eines Wurfes und vier Stiick 2 Monate alte eines anderen 
Wurfes gewahlt. Um gleichmaBige Verhaltnisse zu schaffen, wurden auf 
jede der vier Versuchsanordnungen je eine Ratte des alteren und jiingeren 
Wurfes vereinigt. Die Nahrung der verschiedenen Abteilungen wurde in 
folgender Weise zusammengesetzt, die angegebene Menge reichte zum 
tiglichen Bedarf zweier Ratten aus: 


A. Magermilchpulver 13,05¢ + Starke 18,0g + Depotfett 5,55 ¢ 
Wasser 150,0 g. 

B. Magermilchpulver 13,05¢ + Starke 18,0g + Triolein 5,55 ¢ 
+ Wasser 150,0 g. 

C. Magermilch 13,05 g + Starke 18,0g + Olsiure + Glycerin 5,85 g 
Wasser 150,0 g. 

D. Magermilchpulver 13,05g + Starke 26,25g¢ + Wasser 150,0g. 


Die Olsiure wurde mit Glycerin im Verhaltnis 100: 8 gemischt und 
das Gemenge vorriatig gehalten. Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere 
3 Tage lang bei gemischter Nahrung auf ihren Gesundheitszustand beobachtet . 
Alle acht Ratten waren bei Versuchsbeginn gesund und munter und fraBen 
den Brei gern. Die Versuchsfiitterung dauerte vom 27. Dezember 1923 bis 
9. Mai 1924, also langstens etwa 19 Wochen. Inzwischen waren die beiden 
Fettsiureratten der Reihe C in der 8. bzw. 13. Woche verendet; die beiden 
Trioleinratten der Reihe B in der 14. und die Magermilchstarkeratten der 
Reihe D in der 14. bzw. 17. Woche. Die Kontrollratten der Reihe A blieben 
am Leben, sie wurden als die einzigen iiberlebenden Tiere noch 2 Wochen 
unter Versuch behalten. Bei Versuchsabbruch erfreuten sie sich guter 
Gesundheit und FreBlust. Das Anfangsgewicht der alteren Ratten variierte 
zwischen 92 und 114 g, das der jiingeren zwischen 60 und 82 g. In den ersten 
10 Tagen war der Kot bei allen Ratten weich und gelblich. Spiter wurde 
der Nahrung saémtlicher Ratten zweimal je 0,3g Ca,(PO,), zugesetzt, 
wodurch die Stiihle kompakter und dunkler wurden. Die Magermilchstarke- 
ratten det Abteilung D hatten wihrend der ganzen Versuchsperiode 


') Vgl dazu Niemes und Wacker, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 93, 


254, 1922. 
’ 
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weichere Stiihle als die iibrigen und nahmen von vornherein mehr Brei auf. 
Von der siebenten Woche ab wurde bei den Abteilungen B, C und D eine 
Abnahme des Glanzes des Felles wahrgenommen, besonders bei B und D 
ging die grauschwarze Haarfarbe mehr in Braun iiber. Von Abteilung C 
(Fettséureglycerin) erkrankte das altere Tier schon in der achten Woche 
plétzlich schwer, hatte einen schweren spastischen Gang, eine leichte Kyphose 
und hielt die Augen geschlossen. Es starb nach ein paar Tagen. Das jiingere 
Tier der Abteilung C zeigte zu dieser Zeit schon eine Schwellung am rechten 
Kieferwinkel, verursacht durch einen OhrenabszeB. Obschon der Absze® 
nach einer Woche aufbrach, erholte sich das Tier nicht mehr vollkommen, 
entleerte in der zehnten Woche einen Urin, dem Blut beigemengt war, 
und starb 3 Wochen spater. Die Trioleinratten der Abteilung B erreichten 
nach ein paar Wochen ihr Héchstgewicht. Obschon sie waihrend der ganzen 
Versuchsdauer nicht schwer erkrankten, machten sie auch keinen voll- 
kommen gesunden Eindruck. Die Altere der Magermilchstarkeratten 
(Abteilung D) biB sich in der letzten Woche den Schwanz ab und zehrte ihn 
teilweise auf. Wahrend die Gewichtskurven der jiingeren Ratten einen 
regelmaBigen Verlauf zeigen, ist dies bei den Alteren nicht mehr der Fall. 
Ein Anstieg der Kurve war deshalb weniger bemerkbar, weil die Tiere bei 
Versuchsbeginn schon beinahe ausgewachsen waren. Die jiingere Mager- 
milchstarkeratte der Abteilung D erreichte ihr Héchstgewicht erst in der 
vierten Woche, wabhrend es die altere schon nach einer Woche hatte. In 
diesem Falle ist der Unterschied auf den graviden Zustand des Tieres 
zuriickzufiihren. Der Ubersichtlichkeit wegen stellten wir die Gewichts- 
zu- und -abnahme und die tagliche Kalorienaufnahme in den folgenden 
Sektionsprotokollen zusammen. 


Sektionsprotokolle. 
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Abb. 1. Abt. A iltere Kontrollratte, 9, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinhcit 


aufgenommene Kalorienmenge pro Tag (Wochensdurchschnitt) 


Abteilung A, altere Kontrollratte, 9; 19 Wochen unter Versuch; 
am 9. Vai 1924 in voller Gesundheit getétet; Haare braunschwarz, schén 
glatt und glainzend. , Fettdepot, besonders Unterhaut und Mesenterial.- 
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tettgewebe und der Fettansatz auf dem Lendenmuskel und Genitalapparat 
gut entwickelt. Muskulatur kraftig. Ubrige Organe, auch histologisch, 
ohne Befund. 








Abb. 2. Abt. A jiingere Kontrollratte, °, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 


aufgenommene Kalorienmenge . 


Abteilung A, jiingeres Kontrolltier, 9, nicht getétet. Anscheinend 
vollkommen gesund. 
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Abb. 3. Abt. B altere Trioléinratte, 4, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 


aufgenommene Kalorienmenge DB. 


‘ 
Abteilung B, altere Trioleinratte, ¢, am 2. April 1924 in moribundem 


Zustande (unter Krampten bewuBtlos auf der Seite liegend) getétet. 
14 Wochen lang gefiittert, Haare gelbbraun und struppig. Stark abgemagert, 
Muskulatur schwach entwickelt, Gedirme maBig aufgeblaht. Die Wirbelsiule 
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erscheint beim Schneiden spréde. Wenig Fettansatz. Die beiden Nieren, 
besonders die Nebennieren kleiner, ebenso Thymus, Schilddriise und Hoden. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 








Abb. 4. Abt. B jiingere Trioléinratte, 2, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge oO 


Abteilung B, jiingere Trioleinratte, 2 ; am 1. April 1924 nach 14 wéchent- 
licher Versuchsdauer tot aufgefunden. Haare struppig. sehr stark abge- 
magert. Starke Kyphose, Gedairme stark aufgebliht. In den beiden Nieren- 
becken sandartige weiBe Konkremente, die den Eingang in die Ureter 
erschwerten. Harnblase ohne pathologischen Befund. Der Genitalapparat 
erscheint verkleinert, ohne Fettansatz. Die Thymus bis auf kleine Reste 
verschwunden. Schilddriise auch sehr klein. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 





Abb. 5. Abt. C altere Fettsaureratte, 9, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge O- 


Abteilung C, altere Fettsiureratte, 2; am 23. Februar 1924 tot aut- 
gefunden nach achtwéchiger Fiitterung. Haare gelbbraun und struppig 
Starke Abmagerung und leichte Kyphose. Magen und Darm stark auf- 
getrieben. Thymus vollstandig verschwunden, die Schilddriise etwas und 
die Milz um ein Drittel kleiner. Die beiden Nieren verkleinert. Nieren- 
parenchym grau. Nebennieren verhailtnismaBSig vergréBert. Ovarien klein. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 
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Abb. 6. Abt. C jiingere Fettsdureratte, 9. Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 
aufgenommene Kalorienmenge oO 


Abteilung C, jiingere Fettsiureratte, 2; am 29. Marz 1924 tot auf- 
gefunden nach 14wéchiger Versuchsdauer. Abgemagert und leichte Kyphose. 
Gedairme aufgeblaht. Im rechten Mittelohr dicker gelblicher Eiter, Nieren- 
beckenabszeB rechts stirker als links. Schwere Cystitis und Eiter in der 
Blase. Die Nebennieren nicht vergréBert. Die Milz um die Halfte verkleinert. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 











Abb. 7, Abt. D iltere Magermilchstirkeratte, 9, Gewichtskurve (—) und pro Gewichtseinheit 


& mene Kalori 2 OD. 


‘ 





Abteilung D, altere Magermilchstarkeratte, 2, am 23. April 1924 unter 
Krampfen in moribundem Zustande getétet; 17 Wochen lang gefiittert. 
Haare gelbbraun, leicht struppig, leichte Kyphose, sehr starke Abmagerung. 
Unterhautgewebe von gallertigem Aussehen. Gedirme und Magen nicht 
aufgetrieben. Die Schilddriise klein. Thymus bis auf kleine Reste ver- 
schwunden, aber die sogenannte ,,Lipoiddriise‘* am Herz noch vorhanden. 
Das Nierenparenchym triibe, Nebennieren leicht vergréBert. Ovarien klein. 
Kein Fettansatz. Muskulatur ziemlich briichig. 


Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 
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Abteilung D, jiingere Magermilchstarkeratte, 9. am 3. April 1924 tot 
aufgefunden, 14 Wochen unter Versuch. Starke Totenstarre und leichte 
Kyphose. Fell gelbbraun und sehr struppig. Stark abgemagert. Infiltrierte 
Herde im unteren Lappen der rechten Lunge. Eiter in der Scheide. Sonst 
Befunde wie beim Alteren Tier. 

Histologischer Befund: Allgemeine Atrophie. 


AnschlieBend drei Vergleichstabellen der jiingeren Ratten aller Abteilungen. 
150 
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Abb. 10. Gewichtszunahme der jiingeren Ratten Abb. 10a. Durchschnittlich aufgenommene 
wahbrend der Versuchsperiode. Nahrung in Kalorien 
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Aus der vergleichenden Zusammenstellung in den Abb. 9,10 und l0a 
geht hervor, daB die mit Vollmilchstarkebrei der Versuchsreihe A 
gefiitterte jiingere Kontrollratte die weitaus gréBte Gewichtszunahme zeigt, 
obschon sie beziiglich der Kalorienaufnahme erheblich hinter der Mager- 
milchstarkeratte der Reihe D zuriickbleibt (s. 8. 383). Die geringste Kalorien- 
aufnahme war bei der Trioleinratte, Reihe B, und demgema8 auch die 
geringste Gewichtszunahme zu beobachten. Die Fettséureratte C bleibt 
beziiglich der Gewichtszunahme gleichfalls zuriick, kommt aber beziiglich 
der Kalorienaufnahme der Kontrollratte A sehr nahe. 


11. Versuchsrethe. 


In der zweiten Versuchsreihe sollte die Cholesterin- und Steroidbilanz 
bei fettarmer, insuffizienter, mit der Bilanz bei fetthaltiger, erfahrungs- 
gemiB8 zum Wachstum ausreichender Ernahrung verglichen werden. 
Samtliche Tiere wurden zu dem Zeitpunkt gleichzeitig getétet, als die mit 
insuffizientem Futter genihrten Ratten den Héhepunkt der Gewichts- 
zunahme erreicht hatten. 


Zum Zwecke der Aufstellung einer Bilanz wurden die mit der Nahrung 
zugefiihrten und dem Kote abgegebenen Cholesterin- und Steroidsubstanzen 
quantitativ ermittelt. Die durch die Haut abgeschiedenen bleiben un- 
beriicksichtigt. 

Ferner wurde der Cholesterin- und Steroidgehalt des gesamten Ratten- 
organismus vor und nach Beendigung des Versuchs festgestellt. Die Er- 
mittlung des Gehaltes vor dem Versuch konnte natiirlich nur durch Analogie- 
schluB8 erreicht werden, und zwar durch Analyse gleichartiger Tiere des 
gleichen Wurfes. Aus diesem Befund lie®8 sich der Gehalt der Versuchstiere 
berechnen. 

Zu diesen Versuchen dienten acht junge Ratten eines Wurfes, alle 
ungefaihr gleich schwer, im Gewicht von 45,2 bis 54,5g. Zwei wurden 
zu Beginn der Versuche getétet und analysiert, die verbleibenden sechs Stiick 
wurden in Einzelkafigen getrennt gefiittert, und zwar drei Stiick der Reihe A 
mit fettfreiem, starkehaltigem, und drei der Reihe B mit fetthaltigem Brei. 


In der Abteilung A wird bezeichnet: 


eine gefleckte Ratte als Nr. | 
» gestreifte ,, oa & 
weibe 3 


In der Abteilung B wird bezeichnet. 


eine gefleckte Ratte als Nr. 4 


» gestreifte  ,, » » & 
»  weibe - a 


Die Zusammensetzung und Herstellung des Breies geschah ahnlich 
wie bei Abteilung A und D der ersten Versuchsreihe. Die Fiitterung begann 
am 19. Marz 1925 und war am 22. April 1925, also nach rund 5 Wochen, 
beendigt. Der Brei wurde jeweils fiir drei Ratten zusammen bereitet und 
dann geteilt. Jeder Ratte wurde eine abgewogene Menge vorgesetzt und 
der verbliebene Rest taglich zuriickgewogen. 
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Menge des taglich bereiteten Breies: 


A. fettfreier Brei B. fetthaltiger Brei 
Magermilchpulver .. . 13,05 Magermilehpulver .. . 13,05 
RE, ie nh aaa 0 Ee Sa 7 
Wasser ....... .180,00 Butterschmalz..... 5,55 

0 ae 
Erhaltener Brei 180,50 Erhaltener Brei 175,00 


Der Gewichtsverlust ist auf das bei der Breibereitung verdampfte 
Wasser zuriickzufiihren. Das Magermilchpulver und die Starke wurde frisch 
aus den Fabriken bezogen und das Butterschmalz in frischem Zustande 
verwendet. Letzteres wurde durch Umschmelzen vom Wasser vollkommen 
befreit. Die entleerten Kotmassen werden taglich sorgfaltig gesammelt 
und fiir jedes Tier getrennt getrocknet und aufbewahrt. Alle Gebrauchs- 
gegenstande wurden peinlich sauber gehalten und Verunreinigungen oder 
Vermengungen von Kot und Futterbrei sorgfaltig vermieden. Ein Zusatz 
von Eisenoxyd oder Calciumphosphat wurde dieses Mal angesichts der kurzen 
Versuchsdauer unterlassen. Der Verlauf war ahnlich wie bei Versuchsreihe I. 
Alle Tiere waren bis Ende der fiinften Versuchswoche vollstandig gesund, 
nur die Ratte 2 der Abteilung A nahm in der letzten Woche um 9g ab, 
wahrend die beiden Schwestertiere Nr. 1 und 3 noch um 1g zunahmen. 
Diese Ausnahmestellung der Ratte 2 gibt sich auch bei der Analyse durch 
abweichende Zahlen zu erkennen. Bis Ende der vierten Woche hatte jede 
Ratte eine wéchentliche Gewichtszunahme von etwa 10g zu verzeichnen. 
Die fettfrei gefiitterten haben, wie friiher, das Héchstgewicht im wesentlichen 
schon in der vierten Woche erreicht, waihrend die mit Fettbrei gendhrten 
noch etwas wachsen, aber sich im Endgewicht doch nur wenig unterschieden 
(abgesehen von Ratte 2). 

Alle Tiere wurden am 22. April 1925, am Ende der fiinften Versuchs- 
woche, gleichzeitig getétet und analysiert. 


Methodik der Analyse. 
I. Analyse der Ratten. 
II. Analyse der Faces. 
Ill. Analyse des Futters. 


I. Analyse der Ratten. 

Zur Analyse kamen zwei Kontrolltiere und fiinf Versuchstiere (die 
Analyse der sechsten Ratte der Abteilung B ist am SchluB leider verungliickt). 
Die beiden Kontrollratten wurden nach Feststellung des Kérpergewichtes 
bei Versuchsbeginn, die iibrigen sechs Versuchsratten nach Beendigung des 
Versuchs getétet und nacheinander untersucht. Die Technik war immer 
die gleiche: 

1. Die ganze Ratte wurde zerteilt. 


2. In die doppelte Gewichtsmenge 4proz. Kalilauge eingetragen (er- 
forderlich 100 bis 200 ccm, je nach Kérpergewicht) und bei Zimmertemperatur 
iiber Nacht stehengelassen, 

3. Der gequollene Organbrei wurde unter éfterem Umschiitteln 
1% Stunden gekocht, bis das Gewebe aufgelést war. Zu bemerken ist hier, 
daB die wasserige Laugenlésung der beiden weilen Ratten (Nr. 3 und 6) 
heller und rétlicher war, als jene der iibrigen. 
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4. Dann wurde jede der wiasserigen alkalischen Lésungen im Scheide- 
trichter mit mehr als der doppelten Athermenge (etwa 500 ccm) ausge- 
schittelt. Zur Vermeidung der oft stérenden Emulgierung verwendeten 
wir spater die vier- bis fiinffache Menge Ather. Um eine griindliche Scheidung 
zu erzielen, lieBen wir iiber Nacht stehen. 

5. Die in dem Kochkolben zuriickgebliebenen Knochenstiickchen 
wurden in kleinen Mengen 5proz. Salpeterséure gelést und die iiberschiissige 
Saéure am anderen Tage mit 10proz. Kalilauge neutralisiert. Die gelésten 
und erweichten Knochenteilchen wurden in einer Reibschale zerrieben 
und der Atherextrakt dem Extrakt aus der zugehérigen Ratte beigefiigt. 

6. Jede Lésung wurde sechsmal extrahiert und der Ather portionsweise 
abgedampft. 

7. Der Verdampfungsriickstand wurde am kochenden Wasserbade 
durch Einblasen von Luft unter zeitweiligem Zusatz von einigen Tropfen 
absoluten Alkohols getrocknet und der Riickstand in 80 ccm absoluten 
Alkohols aufgelést. 

8. Die alkoholische Lésung wurde dann mit 100ccem 5proz. frisch 
bereitetem Natriumalkoholat 8 Stunden lang unter éfterem Umschiitteln 
auf dem Wasserbade am RiickfluBkiihler verseift und mit Wasser verdiinnt. 


9. Wiederum fiinfmal mit Ather extrahiert. 


10. Dann der Ather viermal mit destilliertem Wasser zur Beseitigung 
etwaiger Seife mit Wasser durchgeschiittelt, bis das Waschwasser neutral war. 


11. Dieses Waschwasser wird mit der urspriinglichen alkoholischen 
Lésung vereinigt und das Ganze nochmals (zum sechsten Male) mit Ather 
extrahiert und gewaschen. Bemerkenswert ist, daB der Atherextrakt der 
fettfrei gefiitterten Ratten (Nr. 1 bis 3) viel gelber aussah als jener der drei 
iibrigen Abteilungen, als Bestaétigung des Parallelismus von Cholesterin- 
gehalt und Lipochrom. (Siehe Tab. III), Ferner war das Waschwasser 
des Atherextraktes bei den Ratten der Abteilung A (Ratten 1 bis 3) viel 
triiber als das der drei anderen Versuche. 

12. Die verschiedenen Atherextrakte wurden portionsweise bis auf 
einen kleinen Riickstand abgedampft und in einem kleinen bei 100° ge- 
trockneten und gewogenen Kolben iibergefiihrt und getrocknet, 


13. dann abgewogen. So ergab sich die Menge des Unverseifbaren, 
d. h. Cholesterin + Steroide, s. Tabelle I bis III. 


14. Nach der Wagung wurde der Riickstand in 100 cem heiBem 96 proz. 
Alkohol gelést und 25 cem (d.h. 4%) der abgekiihlten alkoholischen Lésung 
in ein Becherglas pipettiert 

15. und dazu 25cem einer Iproz. Digitoninlésung hinzugesetzt und 
im bedeckten Uhrglas 3 Stunden stehengelassen. 


16. Das abgeschiedene Digitonincholesterid wird durch einen bei 100° 
getrockneten und gewogenen Goochtiegel mit Glasboden filtriert und mit 
Alkohol und Ather nachgewaschen. Das erste Filtrat muB8 iiberschiissiges 
Digitonin enthalten und darf mit Digitoninlésung keinen Niederschlag 
mehr geben. .Der Tiegel samt Inhalt wurde dann bei 100° getrocknet 


17. und abgewogen. Das erhaltene Gewicht entsprach direkt dem 
Cholesteringehalt der 100ccm Alkohollésung. (Die Division des erhaltenen 
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Digitonincholesterids durch die Zahl 4 eriibrigt sich, weil von vornherein 
nur der vierte Teil der alkoholischen Lésung zur Anwendung kam.) 


II. Analyse der Faces. 


Die Technik war ungefahr die gleiche wie bei den Tieren selbst. Nach 
der Behandlung mit Lauge wurde mit Ather extrahiert. Die Atherlésung 
der Tiere 1 bis 3 (fettfreie Nahrung) hatte eine viel braungelbere Farbe als 
jene der Faces der Abteilung B. Nach dem Waschen mit Wasser verschwand 
jedoch der Unterschied in der Farbe, denn der gelbe Farbstoff ging ins 
Wasser iiber. Behandlung der Atherlésung usw. wie unter I. Uber cie 
Ergebnisse siehe Tabelle IT. 


11. Analyse des Futters. 


a) Magermilchpulver. 1. 200g Magermilchpulver wurden in 750 ccm 
96proz. Alkohol am RiickfluBkiihler 14% Stunden gekocht und dann durch 
ein Faltenfilter hei® filtriert. 

2. Die Extraktion mit heiBem Alkohol wurde wie unter | wiederholt. 

3. Dann wurde der Riickstand noch zweimal mit je 500 ccm Ather 
extrahiert. 

4. Die alkoholische und atherische Lésung wurde verdampft, der Riick- 
stand getrocknet und mit absolutem Alkohol geldst. 


5. Die Lésung mit Natriumalkoholat verseift und weiter verfahren 
wie unter I. 


b) Stdrke. 1. 100g Kartoffelstarke werden in 1.5 Liter Wasser sus- 
pendiert und durch Einleiten von Wasserdimpfen verkleistert. 

2. Zu der heiBen Lésung werden 20 ccm konzentrierter, rauchender 
Salzsiure zugefiigt und durch Einleiten von Dampf weiter erhitzt, bis der 
Kolbeninhalt diinnfliissig geworden ist. 

3. Dann wurde iiber direktem Feuer so lange gekocht, bis die Starke 
lésung vollstandig in Traubenzucker iibergefiihrt war und eine Probe mit 
Jod keine Blaufirbung mehr gab. Die abgekiihlte Lésung wurde dann mit 
Ather extrahiert und der Extrakt verarbeitet wie weiter oben angegeben. 


c) Butterschmalz. 50 g Butterschmalz wurden mit 100 cem alkoholischer 
Kalilauge nach der Methode von Salkowski (siehe die Lehrbiicher der 
Nahrungsmittelchemie) verseift und der Aatherische Extrakt nach dem 
Eintrocknen mit Natriumalkoholat behandelt und wie friiher angegeben 
weiter verarbeitet. 


Aufstellung der Cholesterin- und Steroidbilanz. 


Unter Steroidgehalt ist die Menge des Gesamtlipoidgehaltes minus 
Cholesterin zu verstehen. Er wird also aus der Differenz von Gesamtlipoid 
und Cholesterin berechnet. Das Cholesterin wurde nach Windaus ermittelt 
Zur Aufstellung der Bilanz waren vier Versuchsreihen erforderlich, namlich 


1. Ermittlung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid, der im 
Organismus von Vergleichstieren zu Beginn des Versuchs enthalten was 
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2. Feststellung des Gehaltes an diesen Stoffen im fettarmen und fett- 


haltigen Futterbrei. 
3. Ermittlung der mit dem Kot abgegebenen Mengen. 


4. Analyse der Versuchstiere nach Beendigung der Fiitterung. 


1. Feststellung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid, der im Organismus 


der Tiere zu Beginn der Versuche enthalten war. 


Die Mengen des gefundenen Cholesterins und der Steroide in den beiden 
zu Beginn des Versuchs getéteten Kontrollratten sind in der Tabelle la 
zusammengestellt. Hieraus lassen sich die entsprechenden Werte fiir die 
iibrigen sechs Versuchstiere bei Versuchsbeginn berechnen. Als Unterlage 
fiir die Berechnung dienten die Werte von Kontrollratte 1. Aus Tabelle la 
ist ersichtlich, daB der Cholesterin- und Steroidgehalt der beiden Kontroll- 
tiere mit dem Ké6rpergewicht parallel geht. Wir waren also berechtigt, 
aus dem Kérpergewicht den Gehalt an Lipoiden fiir die Versuchstiere zu 
berechnen, um so mehr als alle Tiere ungefahr gleich schwer waren und von 
demselben Wurf stammten. In Tabelle Ib sind die berechneten Werte 


wiedergegeben. 


Tabelle la. 


Cholesterin- und Steroidgehalt zweier 6 Wochen alter Kontrollratten. 





Ratte I Ratte Ii Vani 7 

Kérpergewicht .. . 55,00 38,50 1; 0,7 
Cholesteringehalt : 

absolute Menge . 0,1054 0,0690 1 : 0,7 (0,65) 

in Prozenten . . 0.1917 0,1792 
Steroidgehalt: 

absolute Menge . 0,1807 0,1446 1: 0,7 (9) 

in Prozenten .. 0,3285 0,3755 


Tabelle Ib. 


Berechneter Cholesterin- und Steroidgehalt von 6 Versuchsratten nach 
MaBgabe der Kontrollratte [ (Tabelle Ia) desselben Wurfes. 





Cee Versuchee | gehalt”_Steroidgehalt 
I 54,5 0,1045 | 00,1790 
2 51,0 0,0978 | 0.1675 
3 45,2 0,0866 0,1485 
4 52,5 * 0,1008 0.1725 
5 48,1 0,0922 0,1570 


6 46,8 0,0897 0,1537 
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2. Feststellung des Gehaltes an Cholesterin und Steroid im fettarmen 
und fetthaltigen Futterbrei. 


Die Analyse des zur Futterbereitung verwendeten Materials ergab 
folgende Werte: 


Magermilchpulver 0,0136 Proz. Cholesterin + 0,1340 Proz. Steroide 
Kartoffelstarke 0,0003 .. (Phytosterin) + 0,0199 _,, E 
Butterschmalz 0,2579 ss, ps + 0.2093 ,, - 


Die gefundenen Cholesterinmengen weichen von der Ergebnissen 
friiherer Arbeiten etwas ab, was mit der Qualitaét des Materials und der 
Arbeitsmethode zusammenhangen mag. Niemes und Wacker fanden im 
Magermilchpulver 0,0070 Proz. Cholesterin, und Beumer in der Butter 
0,185 Proz. Die Extraktion von Magermilch im Soxhletapparat ist vielleicht 
nicht so erschépfend wie das mehrmalige Ausschiitteln. Die Werte in der 
Butter sind zweifellos schwankend und auch vom Wassergehalt derselben 
abhangig. 


Die Menge des von den Ratten aufgenommenen Breies und der darin 
enthaltenen Bestandteile ist in Tabelle Il wiedergegeben. 


3. Ermittlung der mit dem Kot abgegebenen Mengen. 


Ferner ist in Tabelle II die Menge des mit dem Kot abgegebenen 
Cholesterins (mit Digitonin fallbaren Anteils) sowie der Steroide dem auf- 
genommenen Gewichte gegeniibergestellt. Dazu ist zu bemerken, daB die 
fettfrei gefiitterten Ratten viel Cholesterin und wenig Steroide (s. auch 
Tabelle IIT und IV) ausgeschieden haben. Umgekehrt haben die mit fett- 
haltigem Brei gefiitterten Ratten mehr Steroid abgegeben als sie aufgenommen 
hatten und von dem in der Nahrung vorhandenen Cholesterin nur einen 
geringen Teil im Organismus zuriickbehalten. 


4. Analyse der Versuchstiere nach Beendiqung der Fiitterung. 


In Tabelle III sind die Ergebnisse der Analyse nach Beendigung der 
Fiitterungsversuche den durch Analogieschlu8 errechneten Werten zu Be- 
ginn des Versuchs gegeniibergestellt. Subtrahiert man die letzten Zahlen 
von den ersten und beriicksichtigt man weiter die mit der Nahrung auf- 
genommenen Substanzen und die mit den Kot fortgefiihrten, so gelangt 
man zu dem SchluB, daB das Cholesterin im wachsenden Rattenorganismus 
synthetisiert wird, und zwar bei fettfreier Nahrung in viel gréBerer Menge 
als bei fettarmer Kost. Analog liegen die Verhaltnisse bei den Steroiden, 
ob man aber in diesem Falle von einer Synthese sprechen darf, miissen 
weitere Untersuchungen iiber die Natur der Steroide lehren. 


Beziiglich der pro 1 g Gewichtszunahme aufgenommenen Kalorienzali! 
ist zu bemerken, daGB die fettarm genihrten Ratten, analog den Tieren A 
und D der verigen Versuchsreihe (s. 8. 383 /384) durchschnittlich einen héheren 
. Kalorienverbrauch zeigen, als die mit fetthaltigem Brei gefiitterten. Be- 
sonders auffallend ist dies bei Ratte C. Diese verhielt sich insofern nicht 
normal, als sie in der letzten Versuchswoche aus unbekannter Ursache einen 
erheblichen Gewichtsverlust zu verzeichnen hatte. 
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*) Fett- und cholesterinarme Ernahrungsweise. — **) Fett: und cholesterinhaltige Ernabrungsweise. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Abwesenheit von Vitamin A in der Nahrung wachsender 
Ratten ist der Organismus, auch bei Zufuhr reichlicher Kohlenhydrat- 
mengen, nicht in der Lage, Fett anzusetzen. 

2. Die Fettmast bei Kohlenhydratfiitterung ist mit der Bildung 
reichlicher Mengen endogenen Sauerstoffs verbunden.  Inwieweit 
Vitamin A und Lipochrom hierbei als Ubertriger des Kohlenhydrat- 
sauerstoffs auf andere Kérpersubstanzen wirken kénnten, ist nicht 


sichergestellt . 

3. Reine Triglyceride vermégen als Nahrungszusatz — bei Mange] 
an Vitamin A — nicht lebenyerhaltend zu wirken. 

4. Auch die Bildung von Fett aus Fettsiure und Glycerin ist an 
die Anwesenheit von Vitamin A gebunden. 
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5. Cholesterin wird im wachsenden Organismus synthetisch auf- 
gebaut. Die Synthese ist umfangreicher bei fett-, cholesterin- und 
vitaminarmer Ernahrungsweise als bei Anwesenheit dieser Substanzen. 

6. Fett-, cholesterin- und vitaminarm geniahrte Ratten enthalten 
nach einem fiinfwéchigen Versuch mehr Cholesterin im Gesamt- 
organismus als bei reichlicher Zufuhr dieser Substanz in fetthaltiger Kost. 


- . . — ° . ry 
7. Die Analyse ergibt bei jeder Ernahrungsweise einen Uberschub 


an Steroid, das nicht aus der Nahrung stammen kann. Besonders viel 
Steroid verlaBt den Organismus mit dem Kot bei fetthaltigem Futter. 
Ob auch hier eine Synthese stattfindet, ist angesichts der unbekannten 
chemischen Natur dieser Substanz(en) nicht zu entscheiden. 

8. Der Zuwachs an Steroiden im Organismus wachsender Ratten 
ist bei fettarmer Ernahrung innerhalb 5 Wochen manchmal gleich 
Null, im allgemeinen auch bei fetthaltiger Nahrung gering. 








Der Einflu& verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


V. Mitteilung:') 


Cher die Wirkung der Substratskonzentration auf die Spaltung des Triacetins 
durch die Pankreaslipase. 


Von 
J. A. Smorodinzew und Y. A. Danilow. 


(Aus der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts Moskau.) 
(Eingegangen am 15. August 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Die von uns in der vorhergehenden Mitteilung*) beschriebene 
Einwirkung von Chinin und Harnstoff auf den Verlauf der Spaltung 
von Triacetin durch Pankreaslipase beruhte auf Versuchen der Spaltung 
und Titrierung kleiner Mengen des Gemisches (l14cecm). Um uns zu 
tiberzeugen, ob nicht die Fliissigkeitszunahme von Einflu8 auf die 
txaktheit der Beobachtung sei, wiederholten wir einen Teil der Ver- 
suche in solecher Weise, dab wir viermal gréBere Volumina des Ge- 
misches, d. h. 56cem anstatt 14 ccm titrierten. Die Titration wurde 
mittels n/50 KOH ausgefiihrt. 

Die Tabellen I bis V zeigen, daB diese Versuche unsere vorigen 
Ergebnisse bestitigen. Salzsaures Chinin steigert die Wirkung von 
Pankreaslipase auf | proz. Triacetinlésung, und die Reaktionsgeschwindig - 
keit der Zersetzung von Triacetin in Gegenwart wie Abwesenheit von 
Chinin unterliegt dem Gesetze der monomolekularen Reaktionen 
(s. Tabellen I bis V und Kurve 1). 

2. Nachdem wir uns iiberzeugt haben, daB die Fliissigkeitsmenge von 
keiner merklichen Bedeutung fiir den Verlauf des Prozesses ist, priiften 


1) IV. Mitteilung: Smorodinzew und Lemberg, diese Zeitschr. 162, 
266, 1925. 

*) IIT. Mitteilung: Smorodinzew und Danilow, ebendaselbst, 161, 178, 
1925. 
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Tabelle 1. 


EinfluB des salzsauren Chinins auf Pankreaslipase mit 1 proz. Triacetinlésung. 





8.0 
8.0 


40.0 


Triacetin, Iproz. 40,0 Triacetin, Iproz. 40,0 

Ch. HCl, 0/20 . 80 4 ++ | H3O 

Extrakt .... 80 0.4343 ’ * | Betweke .... &0 0.4343 
k 


- 00 
8,0 


Ch. HCl, n/20 


. &O 


k 


Kontrolle: 
Kontrolle 


H,O 


Aciditat = Aciditat 


~ 
gesamt  verstarkt =r; ; samt verstirkt 
ge 


Zeit in Stunden 


43,0 _ — 14.8 16,2 -- _ 
53,4 103 (0,01657)) 149 21,2 63 (0.01006) 
60,0 13,2 = 0,01067 19.3 28,6 93 0,00746 
66,0 184 001001 20,4 34,4 140 0.00756 
715 22.7 0,00935 19,2 37,2 18,0 0.00735 
76,0 26.9 0.00893 21,0 43,7 22.7 0,00748 


Mittel: 0.00974 Mittel: 0.00746 





EinfluB von salzsaurem Chinin auf die Pankreaslipase 
mit Iproz. Triacetinlésung. 





Triacetin, lproz. 40,0 sax «= Triacetin, Iproz. 40,0 

Ch.HCl, 1/40 8,0 

Extrakt... . 80 0.4343 
k 


Extrakt .... 80 04343 
k 
Aciditat 


Kontrolle 
Kontrolle : 


H,O 


Aciditat 


Zeit in Stunden 


Ch.HCl, n/40 
Extrakt 


gesamt = verstiirkt =} «= gesamt =: verstiirkt 


32,1 on _ 19,1 - - 
38.4 6,6 (0,01054) . 24.3 5.0 (0,00796) 
338 45,1 113 0,00911 29.8 94  0,00755 
354 518 174 0.00885 36,8 15,5 0.00839 
37,0 572 208  0,00853 299 186 0.00760 
28.1 63,7 | 256 0.00848 ' 48.7 226 0.00744 


Mittel: 0.00874 Mittel: 0,00774 


Tabelle IJ]. Einflu8 des salzsauren Chinins auf die Pankreaslipase 
mit I proz. Triacetinlésung. 


wow 
_— 
= 








Triacetin, I proz. 40,0 sax Triacetin, Iproz. 40,0 
Ch.HCl, 1/80) =—8,0 
Extrekt .... 80 Extrakt .... &0 0.4343 


k 
Aciditat 


Kontrolle 
Kontrolle 


Aciditat 


Zeit in Stunden 


gesamt =_- verstirkt Pt gesamt —_— verstiirkt 


26,4 — — , 16,9 — — 
32,8 6,6 (0,01054) y 22.0 54 (0.00861) 
38,3 110 0; 27,5 96 60,0077) 
44.0 15,0  0,00811* . 34,3 142 0.00767 
518 20,1 0,00824 of 39.4 18,1 0.00739 
56,4 24.5 — 0,00810 y 44.0 226 0,00744 


Mittel: 0.00833 | Mittel: 0,00755 
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Tabelle 1V. 


V.A. Dar 


J. A. Smorodinzew u. 


tilow : 





EinfluB des salzsauren Chinins auf die Pankreaslipase 


mit lproz. Triacetinlésung. 























= => = Triacetin, Iproz. 40,0 exe lriacetin, I proz. 40,0 
z e's Ch.HCl, 1/160 80 ae es ee sce os 8,0 
: 3 °% Extrakt...- 80 94343 | = Extrakt . . 80 9.4343 
c 8 -se k f° k 
. > | Aciditat od a ~ = Aciditat 
8 “ad F rt 
N TO gesamt = verstiarkt Sow gesamt  verstirkt 
Anfangs 24,6 24,8 -—— — 20,1 20,2 — _ 
1. 243 30,2 5.9 (0,00941)) 20, 25,0 48 (0,00764) 
2. 26,1 35,7 9,6 | 0,00771 20,8 29,8 9,0  0,00722 
3. 28,2 42.6 14,4 0,00778 21,2 34,4 13,2 0,00712 
4. 29,3 48,3 19,0 | 0,00777 22,4 40,4 18,0  0,00734 
5. 28,1 50,9 22.8 0,00751 20,3 42.4 22,1 0,00727 
Mittel: | 0,00769 Mittel; 0,00724 
Tabelle \ Einflu8 des salzsauren Chinins auf die Pankreaslipase 
mit lproz. Triacetinlésung. 
g gre Triacetin, Iproz. 40,0 sxx Triacetin, | proz. 40,0 
z 3 °S* ChHCl, 1/320 80 7 * Eee 8,0 
= > S Extrakt. . . . 80) 9.4343 3 Extrakt .... 80) 9.4343 
£ a k wis «. k 
. + A ciditat Zz. Aciditat 
~ ve" 5 Vs 
- =édi gesamt verstirkt =r gesamt = verstarkt 
Anfangs 19,4 19,4 — —_— 15,2 15,2 — _ 
1, 21.5 7,7 5,2 (0,00829) 15,9 21,0 5,1 (0,00813) 
2. 20,8 29.8 9,0 | 0,00722 16,6 27,8 11,2 (0,00902) 
3. 22,8 36,1 13,3.  0,00717 17,7 30,9 13,2 0,00712 
4. 23,0 40,8 17,8  0,00726 17,6 35,0 17,8 | 0,00726 
5. 22,1 44.0 21,9  0,00720 17,1 38,6 21,9 | 0,00720 
Mittel: 0,00721 Mittel: | 0,00719 
30,-— + -~-- —-4 
| It20 WN Ch 
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Zeit in Stunden 


Abb. 1 


1 proz. Triacetinlésung 
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wir seine Abhangigkeit von der Konzentration des Substrats. Aus 
den Tabellen VI bis [X ist ersichtlich, daB eine |, proz. Triacetinlésung 
durch die Pankreaslipase schneller in Gegenwart von Chinin abgebaut 
wird als in dessen Abwesenheit (s. Tabelle VI, Abb. 2). DieSpaltung aber 





“/s0N KOH in cm? 





J - 
Zeit in Stunder: 


Abb. 2. 0,5 proz. Triacetiniésung 


von 3- und 5proz. Triacetinlésung verlauft wahrend der ersten Stunden 


der Wirkung des Ferments gleichartig bei Anwesenheit von Chinin 
oder ohne Chinin, von der dritten Stunde ab verlangsamt das Chinin 
die Lipasewirkung (s. Tabellen VII bis LX und Abb. 3). 


12,0°- 


Z 3 
Zeit in Stunden 


Abb. 3. 3proz. Triacetinlésung 


SchluBlolgerungen. 
1. Salzsaures Chinin beschleunigt den ProzeB der Spaltung von 
\,- bis lproz. Triacetinlésung durch die Pankreaslipase 
2. Bei héheren Konzentrationen des Triacetins (3 bis 5 Proz.) iibt 
das Chinin wahrend der ersten Stunden fast keine Wirkung aus: hierauf 
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(nach Verlauf von 3 bis 4 Stunden) tritt eine Verlangsamung der 
Fermentwirkung zutage. 


3. Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Triacetin durch die 
Pankreaslipase in Anwesenheit wie auch in Gegenwart von Chinin 
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% Gehaltan Triacenn 
Abb. 4. Verinderung .A“ in Abhangigkeit vom Proz.Gehalt an Triacetin. 


verlauft ohne Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration des Substrats 
nach dem Gesetze der monomolekularen Reaktionen, entsprechend der 


: “co a 
Gleichung K = — In 
t a 


xr 


4. Die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit ,,K“ ist fiir starke 
Konzentrationen des Triacetins ceteris paribus bedeutend geringer als 
fiir schwache Konzentrationen des Substrats (s. Abb. 4). 





Untersuchungen an elektrolytfreien wasserléslichen Proteinen. 


V. Mitteilung: 
Siureproteine. Il. Donnangleichgewicht und kolloidales Verhalten 
der Eiweifkérper. 


Von 


Josef Frisch, Wo. Pauli und Fmerich Valko. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie der Universitat 


Wien.) 
(Eingegangen am 19. August 1925.) 


Mit 20 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 
Seitdem J. Sjéqvist!) im Jahre 1894 zum erstenmal mit der 


Anwendung der Leitfahigkeitsmessung auf die Beziehungen von EiweiB- 
kérpern zu Saéuren und Laugen in dieses Gebiet die physikalisch- 
chemische Methodik eingefiihrt hatte und so zu der Vorstellung einer 
Salzbildung der EiweiBkérper mit Sauren und Basen gelangt war, 
hat das Interesse fiir diese wichtige Frage nicht mehr geruht. 


Uber die chemische Auffassung dieser Wechselwirkung herrschte 
volistandige Einigkeit bei allen weiteren Forschern, wie St. Bugarsky und 
L. Liebermann, E. Laqueur und O. Sackur, W. B. Hardy, Pauli, S. P. L. 
Sérensen, B. T. Robertson, bis in die amerikanische Literatur der letzten 
Jahre*), die zwar keine grundsatzliche Neuheit in den Forschungswegen, 
wohl aber in den Anschauungen J. Loebs unter Erweiterung eines voran- 
gegangenen Versuchs von Procter und J. A. Wilson *) eine allgemeine Theorie 
fiir das kolloidale Verhalten der Eiwei®kérper gebracht hat. 


Im Jahre 1909 hatte Pauli einen umfassenden Versuch unter- 
nommen, das Verhalten von Saéure- und Alkaliprotein in bezug auf 
Viskositat, Alkoholfallbarkeit, Hitzegerinnung und elektrische Leit- 


1) J. Sjéqvist, Skandinav. Arch. f. Physiol. 5, 277, 1894; 6, 255, 1895, 

2) Eine gute Ubersicht derselben findet sich in der eben erschienenen 
Monographie ,,Physico chemical studies on proteins. 1. Von Walter F’. Hofj- 
man und R. A. Gortner Kolloid Symposium Monograph 1925; vgl. ferner 
Pauli, Kolloidchemie der Eiwei8kérper bei Th. Steinkopff, 1922. 

3) H. R. Procter u. J. A. Wilson, Journ. of the chem. soc. 109, 307, 1916. 
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fahigkeit, ferner in bezug auf Quellung und osmotischen Druck aus 
dem Unterschiede zwischen ionischem und elektrisch-neutralem Eiweif 
herzuleiten, von denen das erste infolge seiner Hydratation durch eine 
hohe Reibung ausgezeichnet und zugleich gegen dehydratisierende 
tinwirkungen (Alkohol- und Hitzekoagulation) widerstandsfahiger 
sein sollte. Riickgang der EiweiBionen wiirde zum Abfall der Reibung 
fiihren und die Koagulierbarkeit erhéhen. Da viele Siure-(oder Basen-) 
molekiile auf ein EiweiBmolekiil entfallen, so wiirde die Proteinsalz- 
bildung mit der Entstehung mehrwertiger Ionen einhergehen. Die 
von diesen positiven Proteinionen festgehaltenen Anionen, z. B. Cl-Ionen 
bei Proteinchlorid, miiBten eine gewisse Erhéhung seines osmotischen 
Druckes hervorrufen und ebenso eine Quellungserhéhung von Saure- 
oder Laugenglutin. Riickgang der Ionisation wiirde dann auch zu 
einem Abfall des osmotischen Druckes und der Quellung fiihren. Solche 
Maximumbildungen im Verhalten lieBen sich nun in der Tat in diesen 
Fallen mit fortschreitendem Siaure-(oder Alkali-)zusatz zu Proteinen 
nachweisen, wahrend der SiureitiberschuB die Reibung, den osmotischen 
Druck usw. wieder absinken lieB. SchlieBlich gelang es, im Sinne dieser 
Vorstellungen durch die potentiometrische Ionenmessung direkt zu 
zeigen (K. Manabe und J. Matula), daB die Differenz des vom Protein 
gebundenen Chlor und H durch ein Maximum geht, welches also ein 
[onisationsmaximum des Eiweifchlorids darstellt und genau mit dem 
Reibungsmaximum zusammenfillt. Ebenso konnten Pauli und 
M. Samec ein Optimum der kathodisch iiberfiihrten EiweiBmenge mit 
steigendem Saurezusatz nachweisen. Damit erschien die Annahme 
sehr gestiitzt, welche Ionisation und Zustandseigenschaften des Protein- 
salzes auf einem weiten Erscheinungsgebiet in Zusammenhang brachte. 
Dazu kam noch eine ganze Reihe von Beobachtungen, welche sich einer 
aihnlichen Auffassung unterordnen lieBen, nimlich die Wirkungen von 
Neutralsalzen der Alkalimetalle auf Saure bzw. AlkalieiweiB. Dieses 
gab, im Maximum der Ionisation schon mit kleinen Mengen von Alkali- 
salzen versetzt, Abfall der Viskositat, Wiederauftreten der Hitze- und 
Alkoholkoagulierbarkeit, denen Abnahme der kathodisch iiberfiihrten 
EiweiBmenge (also der positiven Proteinionen) und ein relatives Leit- 
fihigkeitsabsinken entsprach, was wiederum im Sinne der Verringerung 
der EiweiBionisation aufgefaBt werden konnte. Ferner lieBen sich den 
Wirkungen des Saureiiberschusses auf der einen und der Neutralsalze 
auf das SiureeiweiB auf der anderen Seite alle Ubergiinge bis zur EiweiB- 
fallung bzw. zur Glutinentquellung anreihen, die gleichfalls als Folgen 
einer fortschreitenden Entionisierung verstindlich erschienen. Es ist 
also der wesentliche Inhalt dieser Theorie, daB sie in Verschiedenheiten 
des ionischen Zustandes des Proteinsalzes selbst die Grundlage fiir das 
wechselnde kolloidale Verhalten des EiweiBes erblickt. Eine besondere 
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Frage bildet dann, wie der Riickgang der Ionisation in Saure- oder 
Alkaliiiberschu8 zustande kommt. In Anwendung der klassischen 
Dissoziationstheorie wurde damals angenommen, daB es sich um eine 
Dissoziationszuriickdrangung des Proteinsalzes handelt, welche bei 
diesem maBig starken Elektrolyten durch die wachsend» Konzentration 
des gemeinsamen Siureanions erfolgen sollte. 

Procter und Wilson') haben im Jahre 1916 den Versuch gemacht, 
die Quellung fester Gelatine in Salzsiure, die mit fortschreitender 
Saurekonzentration durch ein Maximum geht, aus einem sogenannten 
Donnanschen Gleichgewichte zu berechnen, einer ungleichen Ionen- 
verteilung innerhalb und auBerhalb der Gallerte, deren Bedingung es 
ist, daB mindestens eines der vorhandenen Ionen durch die bestehende 
Anordnung an der freien Diffusion gehindert wird. Das wiire in diesem 
Falle das positive Glutinion, welches nach dem Schema COOH . RNH, 
+ HCl—» COOH .RNH? + CI entstanden und im Gelgeriist fixiert 
zu denken ist. Donnan hat ein anscheinend hier passendes Beispiel in 
seiner Theorie der Membrangleichgewichte behandelt, das sowohl bei 
Procter und Wilson fiir die Gelatinequellung als auch spiter durch J. Loeb 
allgemein bei den E'weiBkérpern Anwendung gefunden hat. 


In der Donnanschen, von J. Loeb uneingeschrankt itibernommenen 
Fassung, handelt es sich um den folgenden Fall: Bringen wir B,, eine 
schwache einwertige Base, deren bei der Reaktion mit Saure entstehendes 
lon B° ebensowenig membrandurchgingig ist wie das neutrale 
Molekiil By, in eine osmotische Zelle, so zeigt sie den osmotischen 
Druck R.T .cy worin cy die Konzentration von B, ist. Setzen wir 
dem AuBenwasser HCl hinzu, so wird die Salzsiure zu B, diffundieren 
und etwa den Teil z zu B* . Cl neutralisieren. Dann bleiben innen im 
Gleichgewicht die Molekiile bzw. Ionen (c, z). B,, zB’, yH , 
(y + 2)CIV und auBen xH° und 2xCl. 





Innen AuBen 


(Cg—z) B® 
zB 
y H* x H* 
(y+ 2z)Cl x Cl 
Im Gleichgewichte miBten die Produkte der Ionen H™ und C! 
innen und auBen gleich sein, also 


x? = y(y + 2) (1) 


Der gefundene osmotische Druck in der Innenzelle wird sich als 
die Differenz der Werte R.7T.n, und R.T7.n, ergeben, wenn n, 


‘ 


1) Journ. of the chem. soc. 109, 307, 1916. 
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und n, die lonenkonzentrationen innen bzw. auBen darstellen. Das wire 
also im Gleichgewicht 
P RT (2y +2z+¢,—22) 
oder durch Einsetzen fiir z aus Gleichung (1) 
(2 — y)* 
y 


P RT + RT .c,. (2) 
Der erste Ausdruck auf der rechten Seite der Gleichung (2) ver- 
schwindet, wenn x sehr klein ist, und ebenso nahern sich fiir groBe 


, 2 
x-Werte x und y einander, so dab RT . led wiederum dem Werte 
y 
Null zustreben wird. Mit steigendem Saurezusatz schreitet also der 
osmotische Druck von seinem geringen Ausgangswerte durch ein 
Maximum, um sich wieder der urspriinglichen GréBe zu nahern. Nach 
Loeb gelten die gleichen Verhiltnisse 
fiir Proteinkérper und Saure (oder 
Base), sobald man an Stelle von iiber- 
schiissiger Saure ein Neutralsalz zum 





1,0 


min 


SaureeiweiB hinzufiigt. 

Im Jahre 1913 wurde von Pauli ') 
auf Grund von Versuchen mit 7. Samec 
zuerst mitgeteilt, daB der Gang der Vis- 
kositaét und des osmotischen Druckes 
eines Siureglutins mit fortschreitendem 
Séiurezusatz sich praktisch decken. Die 
nebenstehende der damaligen Mitteilung 














Caan ot entnommene Abb.1 stellt diese Verhilt- 

 nisse dar. Die Werte sind auf den 

. ” , exo"n@ gleichen, analytisch ermittelten Cl-Ge- 
Abb. 1. halt der Innenlésung in der osmotischen 


Zelle bezogen. 

Diese Erscheinung legt eine gemeinsame Erklarung fiir das Ver- 
halten des Proteins in bezug auf osmotischen Druck und Viskositat 
nahe. Pauli suchte dieselbe, wie angefiihrt, im Gange der lonisation 
des EiweiBsalzes mit steigendem Sauregehalt, J. Loeb dagegen in der 
Anwendung des Donnanschen Prinzips. Zu diesem Zwecke machte er 
die weitere Annahme, da8 die Glutinlésung aus submikroskopischen 
Aggregaten besteht, welche einem analogen Donnan-Effekt unter- 


') Kolloidzeitschr. 12, 222, 1913. Wie bei den meisten anderen 
Grundversuchen gibt auch hier J. Loeb, welcher vor allem eine neue 
theoretische Auffassung der vor ihm von anderen festgestellten Tatsachen 
gebracht hat, keine Vorganger an. 





Ss et 


a 
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liegen, wie etwa feste oder in eine osmotische Zelle eingeschlossene 
Gelatine. In diesen Aggregaten waren die Glutinionen indiffusibel 
fixiert. Pauli nimmt dagegen eine gesteigerte Hydratation der mehr- 
wertigen Proteinionen an, die mit wachsendem Siurezusatz, einem 
lonisationsriickgang entsprechend, abnimmt. 

Da das Donnansche Prinzip nur dann Anwendung finden kann, 
wenn mindestens eines der vorhandenen Ionen an der freien Diffusion 
gehindert ist, so kann es fiir eine echte Lésung eines Eiweibkérpers 
mit vollstandig frei beweglichen Ionen (ohne Anwesenheit einer 
trennenden Membran) keine Geltung besitzen. Deshalb legt J. Loeb 
das gréBte Gewicht auf den Umstand, daB es ihm und Hitchcock nicht 
méglich war, in rein dargestelltem Eialbumin ein Viskositaétsmaximum 
bei Saurezusatz zu finden, wihrend das gleiche Protein auf Saure- 
zugabe den typischen Gang der Kurve des osmotischen Druckes mit 
einem Maximum bei Messung in der Kollodiumzelle anzeigt. Darin 
wird ein schlagender Beweis fiir die Beherrschung der angefiihrten 
Erscheinung durch das Donnansche Prinzip erblickt, das hier beim 
Vorliegen frei beweglicher Proteinionen nur durch Einbringen des 
Eialbumins in eine Zelle mit halbdurchlissiger Wand wirksam sein 
kann. Wohl ist von Pauli und Mitarbeitern schon vor lingerer Zeit 
bei Serumalbumin, aber auch bei Glutin in Temperaturen von 45 und 40°, 
das ungeanderte Fortbestehen der typischen Viskositaétskurve nach- 
gewiesen worden, ohne da®B hier der geringste Anhalt fiir das Vor- 
handensein von Gelpartikeln mit fixierten indiffusiblen Proteinionen 
gegeben wire. Da jedoch von Loeb dem ,,ausnahmsweisen“ Verhalten 
des Eialbumins die ausschlaggebende Bedeutung zugewiesen und zugleich 
die damit im Zusammenhang stehende Theorie Loebs als allgemein 
fiir das kolloide Verhalten der EiweiBkérper giiltig angesehen wurde, 
erschien eine experimentelle Priifung der Eigenschaften des Ovalbumins 
von Wichtigkeit. Sie zeigte, wie gleich vorweggenommen sei, dab Loeb 
und Hitchcock das Bestehen eines Viskositiétsmaximums in diesem 
Falle einfach iibersehen haben. Damit traten naturgem&B auch hier 
andere Erklarungsméglichkeiten im Anschlu8 an die urspriinglichen 
Vorstellungen von Pauli in den Vordergrund, zu deren Priifung diese 
Arbeit einen Beitrag liefern soll. 


Zuvor mégen jedoch einige allgemeine Bemerkungen iiber die 
Anwendung des Donnanschen Prinzips in Fallen wie dem vorliegenden 
Platz finden, die dessen quantitative Formulierung und damit auch 
seine beweisende Kraft betreffen. ‘ 

Es hat schon FG. Donnan in, seiner jiingsten Ubersicht ') iiber 
das von ihm gefundene Prinzip hervorgehoben, daB seine Aufstellungen, 


1) Chem. Rev. 1, 73, 1. April 1924. 
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welche die lonenkonzentrationen einfiihren, nur fiir ideale verdiinnte 
Lésungen Geltung haben kénnen, da®B aber richtiger an Stelle der 
Konzentrationen die lonenaktivitaéten zu treten hatten. Wie bekannt, 
hat durch die Arbeiten?) von N. Bjerrum, Milner, Lewis, Brénstedti 
die klassische Dissoziationstheorie von Arrhenius eine wesentliche 
Ergiinzung und Abianderung erfahren, wonach auf dem Gebiete der 
starken Elektrolyte schon in relativ verdiinnten Lésungen sehr merk- 
liche Unterschiede in Erscheinung treten, je nachdem etwa der osmotische 
Druck P, die potentiometrische Ionenbestimmung (Aktivitaét) A oder 
die Leitfahigkeit L in Betracht gezogen werden. Diese Eigenschaften 
wurden friiher als einheitlich abhingig von einer einzigen Funktion, 
dem Dissoziationsgrad, angenommen, zeigen aber bei naiherer Unter- 
suchung seht merkliche Abweichungen von dieser Annahme. Die neue 
Lehre nimmt dagegen vollstandige Dissoziation der starken Elektrolyte 
an und fiihrt die abweichenden Werte fiir die lonenwirkungen auf P, A 
und L auf das Vorhandensein interionischet, elektrostatischer Krafte 
zuriick, deren Ergebnis zugleich fiir die gemessene GréBe von P, A 
und Z einen verschiedenen Effekt bedingt. Das Zuriickbleiben von P, A 
oder L gegeniiber dem aus der Ionenkonzentration abgeleiteten Werte 
wird durch Abweichungskoeffizienten ausgedriickt, welche kleiner als 
eins sind und mit Bjerrum als osmotischer Koeffizient /,, Aktivitats- 
koeffizient {, und Leitfahigkeitskoeffizient /,, bezeichnet werden mégen. 
Sie geben, mit der Konzentration c multipliziert, die osmotisch, potentio- 
metrisch oder konduktometrisch wirksame lonenkonzentration an. 
/, und f, hangen aus thermodynamischen Griinden miteinander zu- 
sammen, /, ist eine auBer jedem direkten Zusammenhange mit den 
ersteren stehende GréBe. In neuester Zeit wurde von Debye eine Theorie 
der Wirkung der interionischen Krafte auf osmotischen Druck, Aktivitat 
und Leitfahigkeit entwickelt, die schon sehr weitgehend die bestehenden 
physikalischen Zusammenhinge behandelt und fiir die einfachsten 
Fille eine befriedigende Darstellung der Erfahrungstatsachen, ins- 
besondere der auBerordentlich eleganten Untersuchungen Brénstedts 
iiber die Léslichkeitsbeeinflussung durch Elektrolyte gestattet. 


Nach den z. B. von Bjerrum fiir die Abweichungskoeffizienten 
des einfachsten einwertigen Elektrolyten KC] gegebenen Werten sind 
bereits hier die Unterschiede des Aktivitéts- und osmotischen Koeffi- 
zienten in der niedrigen Konzentration von 0,01 n etwa 7 Proz. In der 
Tat ist es im allgemeinen selbst in den einfachsten Fallen notwendig, 
die Aktivitaten statt der Ionenkonzentrationen bei der Berechnung des 


‘) Vel. die zusammenfassenden Darstellungen von F. Auerbach in 
,.Ergebnisse der exakten Naturforschung® 1, 228, 1922 und E. Hiickel, 
ebenda, 3, 199, 1924 (daselbst Literatur). 
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Donnanschen Gleichgewichtes einzufiihren, wie dies jiingst Hiickel *) 
unter Anwendung der Debyeschen Theorie zum ersten Male unternommen 
hat. Er konnte mit Erfolg die Resultate von F.G. Donnan und Allemand 
tiber das Gleichgewicht zwischen K,FeCy, und KCl, die durch eine 
Ferrocyankupfermembran getrennt waren, unter gewissen Annahmen 
fiir die Ionendurchmesser quantitativ darstellen. Die Versuche be- 
treffen einen molaren Konzentrationsbereich von 0,002n bis 0,025 n. 

Es bleiben fiir die Rechnung ohne Aktivitatskoeffizienten nach der 
idealen Vereinfachung Donnans in Wirklichkeit nur die Fille symme- 
trischer Anordnung iibrig, bei denen sich die Aktivitatskoeffizienten 
praktisch herausheben, z. B. Natriumeaseinat und Kaliumcaseinat, und 
fiir die das Experiment gute Ubereinstimmung zwischen Berechnung und 
Beobachtung anzeigt, oder gewisse Fille, bei denen die Verdiinnung so 
hochgradig ist, daB die Abweichungskoeffizienten nahe zusammen- 
fallen. 

Eine Anwendung des Donnanschen Prinzips auf die Verhiltnisse 
bei den EiweiBkérpern setzt also die Kenntnis der Aktivitaten in den 
betreffenden Lésungen voraus, bzw. die Voruntersuchung, ob die 
EiweiBsalze sich wie starke oder schwache Elektrolyte verhalten. Im 
folgenden wird der Versuch einer Orientierung in dieser Richtung 
unternommen. 

Il. Versuchsmaterial und Methodik,. 

Die Versuche wurden zunachst an folgendermaBen hochgereinigtem 

Ovalbumin ausgefiihrt. 


Frische, durchleuchtete Eier wurden sorgfaltig vom Eigelb befreit 
und das Eiklar so lange geschlagen, bis aus demselben eine Fliissigkeit von 
véllig gleichmaBiger Viskositaét entstand. Dann wurde es mit der gleichen 
Menge destillierten Wassers versetzt und mit Toluol iiberschichtet. Diese 
Eiklarlésung wurde in einem groBen Paulischen Elektrodialysierapparat 
48 Stunden lang unter Vorschaltung von zwei Kohlenfadenlampen, dann 
24 Stunden lang mit einer Kohlenfadenlampe und schlieBlich durch direkte 
Einschaltung in 220 Volt Spannung weiter elektrodialysiert. Die so von 
Globulin gréBtenteils befreite Lésung (K = 3. 10-5r. O.) wurde in einem 
kleinen Elektrodialysierapparat mit Platinelektroden bei derselben 
Spannung weiter behandelt, bis die restlichen Globulinmengen unter Mit- 
nahme der das Ejiklar farbenden Stoffe niedergeschlagen waren. Aus 
konzentrierten Lésungen gelang jedoch das Entfernen von Globulin auf 
diese Weise nicht immer. In diesen Fiallen*) wurden die Lésungen mit 
kleinen Mengen 1 n K,SO, bis zur Endkonzentration 0,01 n im Elektro- 
dialysierapparat unter Vorschaltung von zwei Widerstandslampen wieder- 
holt so lange versetzt, bis schlieBlich alles Globulin ausfiel und auf Halb- 
sittigung mit Ammonsulfat auch nach 24 Stunden nicht die geringste 
Triibung entstand. Die so hergestellten Eialbuminlésungen waren wasser- 


1) Kolloidzeitschr. 36, 204, 1925. 
2) Vgl. M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
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klar, die Konzentration betrug bis 4 Gewichtsprozent. Nach dieser Elektro- 
dialyse hatten die Lésungen eine spezifische Leitfahigkeit von 1,44.10-5r. O., 
welche aber bald auf 2,1 .10-5r.0O. stieg und sich dann konstant hielt. 
Die potentiometrische H-lonenbestimmung ergab a, = 1,28.10-5n 
in der lproz. Lésung. Es wurden zwei Ovalbuminlésungen, eine von 
2,20 Proz. und eine von 3,48 Proz. als Stammlésung benutzt, von denen 
die erste in den Versuchen mit dem gleichen Volumen des Zusatzmittels zur 
Endkonzentration 1,01 Proz., die zweite durch Verdiinnung von 10 zu 15 
zur Endkonzentration 2,32 Proz. stets gebracht wurde. 

Zur potentiometrischen H-Ionenbestimmung diente die am In- 
stitute tibliche Anordnung mit der rotierenden H-Elektrode von Pauli 
und einer n KCl-Kalomel-Bezugselektrode. Die Cl-Jonenaktivitit 
wurde aus der EMK einer Kalomel- Quecksilberkette abgeleitet. Samt- 
liche Werte gelten fiir 3,5 n KCl als Zwischenfliissigkeit. Die zu messende 
Lésung blieb bis zur Konstanz 2 bis 8 Stunden im Gleichgewicht mit 
dem Mercurochlorid. In den hier verwendeten Konzentrationen von 
Saure konnte von einer Korrektur fiir die Reaktion des Mercuroions 
mit dem Protein abgesehen werden, da dieses praktisch vollstandig 
durch die H-Ionen aus dem Ejiwei8 verdrangt wird. Die Versuchs- 
temperatur betrug 20° C. 

Eine sehr eingehende Priifung muBte der Frage der Berechnung 
und Auswertung der potentiometrisch gewonnenen Werte zugewendet 
werden. Es kann nunmehr keinem Zweifel unterliegen, daB die in den 
gemessenen Elektrolytketten gefundene EMK nicht wie bisher auf die 
nach der klassischen Ionentheorie aus ,,Dissoziationsgraden“ mittels 
der Formel a = 4//... abgeleiteten freien Ionen, sondern auf Aktivitaten 
bezogen werden muB. Die Aktivitaét ergibt sich aus dem Produkte 
c.f,, worin ¢ die Konzentration und /, den Aktivitatskoeffizienten 
bedeutet, der an Stelle des Dissoziationsgrades zu treten hat. Es sind 
also die 2», Py und cy Werte der alteren Aufstellungen Sérensens im 
Sinne seiner spateren Ausfiihrungen [S. P. L. Sérensen und K Linder- 
strém-Lang')] durch die den Aktivitaten entsprechenden Werte a2, 
(fiir 18° = 0,3357 Millivolt) pa, und ay ausnahmslos zu ersetzen. Die 
Chloraktivitaten *) wurden nach den neuesten Aktivitaétswerten von KCl 
umgerechnet, die Korrektur gegeniiber den bisher verwendeten betrug 
fiir 2, 5 Millivolt und fiir das po; eine Vermehrung um 0,086. 


1) C.r. des travaux du Labor. Carlsberg 15, Nr. 6. Kopenhagen 1924, 

*) Durch die Wahl einer n KCl-Kalomelelektrode als Halbelement 
und der alten Werte fiir ihr Potential fiir die Gewinnung von 7, wurde zu- 
fallig in den Tabellen von Matula (bei Th. Steinkopff, 1917) ein genau der 
Aktivitét entsprechendes a7, verwendet, so daB alle (H)-Angaben in den 
friiheren Arbeiten aus dem Institute Aktivititen darstellen. Dieser zu- 
fallige Umstand gilt jedoch nicht fiir die Bestimmung der Cl-Aktivitaten 
auf Grynd derselben Berechnungstabellea. Hier muBte eine den Aktivitaten 
von KCl entsprechende Korrektur angewandt werden. 








me iwi a on 
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In den angegebenen Tabellen sind die folgenden Bezeichnungen 
verwendet, wobei der obere Index I die Werte fiir reine Salzsiure und 
der Index II die Werte fiir deren Mischung mit Eiweif anzeigt. Der 
Index III wurde fiir die entsprechenden Werte des reinen Proteinsalzes 
reserviert. 

Die Normalitat der reinen Saure ist m,¢,; = ny = Nc, gleichgesetzt 
der Ionenkonzentration auf Grund der Theorie der vollstandigen 
Dissoziation der starken Elektrolyte (N. Bjerrum). aj, = at, sind die 
Ionenaktivitaten der reinen HCl unter der Annahme, da hier keine 
Unterschiede ') von H und Cl merklich werden. faj; = fa{y, sind die 
Aktivitatskoeffizienten unter der gleichen Annahme. Sie sind neben den 
Leitfaihigkeitskoeffizienten f,, in der folgenden Tabelle angefiihrt. In 
der untersten Reihe sind die Aktivitaiten der verwendeten Salzsiure, 
die bei 1 proz. Ovalbumin den Titer 0,984 spiiter 1,00 besaB, berechnet. 


Tabelle I. HCl. 





0% 5 0.01 0.02 0,03 0.04 0.05 


1 
‘nach Noyes u. 
MacInnes . . 0,965 , 0,932 0,902 *) 0,880 0.866 *) 0,855 

“! nach KoAkl- 

rausch . ... 0,9762 0.9661 0.9582 0.9504 0.9440 0.9399 
=aly . +. . |4,748.10°3 9,171.10-5 | 1,780.10-2 | 2.596. 10-* | 3.409, 10-2 | 4.207. 10-2 


*) Intrapolierte Werte 

Fir die Eiwei®-Sauremischung gelten entsprechend die Be- 
zeichnungen /a;;, fac), @4, @y, die den weiteren Berechnungen dienten. 

Zunachst kann man den vom EjiweiB gebundenen H, der uns 
zugleich die Konzentration des gebildeten Chlorids angibt, c,, (gebunden) 
= Nap. cp auf folgende Weise ableiten. Die in der Eiwei8-Siuremischung 
gemessene H-Aktivitat aj; < aj, laBt sich zur Ermittlung der Konzen- 
tration der ungebundenen Siure verwenden, wenn wit a; durch den 
Aktivitatskoeffizienten fa;; dividieren. Wir haben nun angenommen 
fay = fay, identisch also mit dem Aktivitatskoeffizienten der gleich 
normalen reinen Salzsiure. Diese Annahme diirfte keinen erheblichen 
Fehler bedingen. Sie stiitzt sich darauf, daB bei Anwesenheit von 
Proteinchlorid mit seinen hochwertigen positiven EiweiBionen wohl 
eine erhebliche direkt inaktivierende Wirkung auf die entgegengesetzten 
Cl-Ionen, aber kein direkter aktivitaétsvermindernder Einflu8 auf die 
gleich geladenen H-Ionen zu erwarten ist. Diese Annahme wiirde auch 


1) Nach neueren amerikanischen Arbeiten trifft dies wahrschejnlich 
nicht genau zu, doch gehen die angegebenen Abweichungen nicht so weit, 
daB sie die Ergebnisse di¢ser Arbeit wesentlicn veriindern. Die vor- 
liegenden Angaben zur Aktivitaét der Kationen und Anionen desselben 
Elektrolyten weichen sogar dem Sinne nach von einander ab. (Vzgl. 
OC. Drucker, Zeitschr. f. physikal. Chem. 111, 5, 1924.) 
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mit einschlagigen Betrachtungen Brénstedts und N. Bjerrums (s. unten) 
zusammenstimmen. Dann wire 
VW ! it 
ee aE ae — &—h 
Cr (ge yunden) = Naw. Cl Nuc fa! jal 
fay fay 

da 

! 
ay 

' 
fay, 


HCl & 


Wir wollen nun in Ubereinstimmung mit allen Erfahrungen (s. unten) 
auch das gebildete E weif als einen starken Elektrolyten ansehen, 
somit z. B. im Proteinchlorid saémtliche Cl-lonen als dissoziiert be- 
trachten. Dann wire in der EiweiSsalzsiuremischung n},; zugleich die 
Konzentration der Cl-Ionen, und da deren Produkt mit dem Aktivitats- 
koeffizienten fac, die Cl-Aktivitét a¢, geben muB, so gilt 

u 
ja : 
HCl 
Auf diesem Wege kann man also zur Kenntnis des Aktivitatskoeffizienten 
der Cl-Ionen im Saure-EiweiBgemisch gelangen. 

Fiir die Zwecke dieser Untersuchung sind vor allem die Aktivititen 
und Aktivitatskoeffizienten des Proteinsalzes (in bezug auf Cl-Ionen) 
ac, und fad; von Interesse. Zu diesen Werten fiihren folgende, ohne 
Einfiihrung neuer Annahmen mézlichen Uberlegungen. Wiirde keine 
Inaktivierung von Cl-Ionen im Proteinchlorid erfolgen, so miiBten 
Naip.c; Chlorionen, vermehrt um die Chloraktivitét der vorhandenen 
Salzsaure, gleich ay, vorhanden sein. In Wirklichkeit werden aQ, ge- 
messen, und es sind also durch das Proteinchlorid [(a;; + %\y, ci) — @cy] 
inaktiviert worden. Die Differenz gegen die gesamten Cl-Ionen des 
Proteinchlorids n,), ¢ gibt dann die Cl-Aktivitét des Proteinsalzes, ac). 


ah) = Nay.cr — (4 + “aw.cd — Mal = 4 — 4H (3) 


Kurz la8t sich dies auch derart ausdriicken: Ware nur Salzsiure 
da, dann miiBte die Cl-Aktivitat gleich sein der H-Aktivitat aj;. Der 
Uberschu8 der gemessenen Cl-Aktivitat dariiber, af, — aj, muB also 
auf das Proteinsalz entfallen. 

Bildet man den Quotienten der Aktivitat des Proteinsalzes und 
seiner Cl-Ionenkonzentration, so gelangt man zu dem Aktivitdts- 
koeffizienten des Proteinsalzes. 
aC 


— . (4) 
"alb.Cl 


fat = 


Man kann ferner durch die Bestimmung der spezifischen Leit- 
fabigkeit k'' einer gegebenen Protein-HCl-Kombination zur Kenntnis 
eines mittleren Leitfahigkeitskoeffizienten /|' dieser Kombination ge- 
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langen, indem man k" durch jene Leitfahigkeit dividiert, welche die 
gleichen Ionen bei Wegfall aller interionischen Krafte hatten. Es ist 
also die Normalitaét der Ionen des Proteinchlorids mit der Summe ihrer 
aiquivalenten Beweglichkeiten bei unendlicher Verdiinnung zu multipli- 
zieren und die Leitfahigkeit der neben dem Eiweifsalz vorhandenen 
Salzsiure hinzuzufiigen. [Nenner der Gleichung (5).] Es wurden ent- 
sprechend unserer MeBtemperatur fiir die Leitfihigkeit die u- und 
v-Werte bei 25°C verwendet. Fiir das Proteinion wurde im Einklange 
mit allgemeinen Erfahrungen an Kolloidionen eine aquivalente Leit- 
fihigkeit « = 50r.0. angenommen. Dieser Wert ist wahrscheinlich 
fiir die Anfangskonzentrationen des Saurezusatzes, in denen die Protein- 
ionen eine kleinere Wertigkeit und Ladung haben, etwas zu hoch, was 
hier, wie die folgende Formel zeigt, die Koeffizienten /'' etwas erniedrigen 
diirfte. Bei héherem Saurezusatz ist jedoch vor allem die Leitfahigkeit 
der HCl fiir die Leitfahigkeit der Mischung entscheidend, und der EinfluB 
kleiner Unterschiede im u des Proteins tritt fiir das Endergebnis stark 
zuriick. Die Formel 

ft k'' on 
"(ha "aw. cr 426 + Maw cr - 126). 10-3 ” 
ist aus dem Einsetzen von u = 50r. 0. fiir das Proteinion und der 
bekannten Werte fiir u, und vc hervorgegangen. Die Differenz nj, ¢, 


: —" ' —— ‘ ay 
— Ny» c) ist, wie ein Blick auf Gleichung (1) lehrt, gleich jai und stellt 
fay 


die Konzentration der neben dem Proteinchlorid vorhandenen HCl 
vor, unter der Annahme von faj, = /a}}. 


SchlieBlich ist es von Bedeutung, ein Bild des Leitfaihigkeits- 
anteils des Proteinsalzes selbst, k'", in der Mischung Siure-Eiweil 
zu gewinnen. Man kann zunichst mit Hilfe der gemessencn H-Akti- 
vitaét aj;, unter Benutzung des hier praktisch unverinderten (s. oben) 
Aktivitatskoeffizienten fa; der entsprechenden reinen Salzsiiure, die 
Konzentration der freien neben dem Proteinsalz vorhandenen Salz- 


saure ableiten. Diese Konzentration multipliziert mit dem Leit- 


aH 
fay, 
fahigkeitskoeffizienten /, und mit u+v) = 426 gibt die Leitfihig- 
keit kjjc, der neben dem Proteinsalz vorhandenen Salsziure. 


All a= 426 il. flu . 
ag =“ ie 
Subtrahiert man den Wert kj;;~; von der gemessenen Leitfihigkeit 
der Prote\nsiuremischung k", so verbleibt als Rest die Proteinsalz- 
leitjiihigkeit, k'". 
Ru — Ku - < (6) 
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Der Quotient der Leitfihigkeit des Proteinsalzes durch seine 
Leitfahigkeit bei unendlicher Verdiinnung gibt uns dann den Leit- 
fihigkeitskoeffizienten f\'' des Proteinsalzes, 

ku 


stil . 7\ 
126,10—3 \é 


j 


iu 


" Alb. Cl- 


Dieser wird sehr stark von dem angenommenen Werte der Protein- 
ionenbeweglichkeit abhangen. 


Ill, Versuche am Ovalbumin. 


Die folgenden Versuchstabellen bringen zunichst das Ergebnis 
der potentiometrischen Aktivitatsbestimmungen der H- und Cl-Ionen 
bei 1,01 Proz. reinstem Ovalbumin. 


Tabelle Il. 
1,01 proz. Ovalbumin + HCl. H-Aktivitaten. 





MHC! t == EMk in Volt pay} ay CH geb. = "Alb. Cl 
0,000 0.5677 4.8916 1,28 . 10-5 os 
0,005 0.4635 3.0981 7,98 . 10-4 4.11.10 
0,010 0.4320 2.5560 2,78 . 10-3 6,86 . 10-8 
0,020 0.3995 1.9966 1,01. 10-? 8,48. 10-5 
0,030 0,3860 1.7641 1,72.10-3 1,00. 10-2 
0.040 0.3790 1.6437 248 .10-3 110.107? 
0,050 0.3701 1 4888 3,24. 10-? 1,03 . 10-2 


Tabelle Ill. 
1,01 proz. Ovalbumin + HCl. Cl-Aktivitaten. 





nO a =EMK in Volt pay acy 

0,005 0,1248 2,3597 4,37. 10-8 
0,01 0,1066 2,0464 8,99 . 10-° 
0,02 0,0936 1,8225 150 .10-2 
0,03 0,0840 1,6575 2,20 . 10-3 
0,04 0,0776 1.5474 2,84. 10- 
0,05 0.0721 1.4527 3,53. 10-2 


Die Versuche zeigen die H-Bindungskurve des 1 proz. Ovalbumins, 
welche zugleich die Konzentrationskurve des Proteinchlorids darstellen. 
Aus dieser Kurve errechnet sich fiir unser reines Eialbumin ein Bindungs- 
maximum von rund 40 Mol. HCl auf ein Proteinmolekiil unter Zu- 
grundelegung des Sdéransenschen Wertes von 34,000 fiir das Molekular- 
gewicht des Ovalbumins. Die von 1g Ovalbumin maximal auf- 
genommene HCl betraigt 1,15 mg-Aquivalente. 
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Die Chloraktivitat der Saiure-EiweiBmischung liegt praktisch auf 
einer Geraden, die H-Aktivitat, der Bindung entsprechend, auf einer 
zur Abszisse im Anfangteile konvexen Kurve (Abb. 2). 

In der folgenden Tabelle IV sind zunachst die Aktivitaiten des 
Proteinchlorids angegeben, deren graphische Darstellung als Aktivitdts- 

kurve des Proteinsalzes bezeichnet 
kann (Abb. 3, a¢j). Sie 
hat einen charakteristischen Ver- 
lauf mit einem 
1.10°-2n HCl. 


werden 


Maximum bei 


1% Ovaldumin +HAC2 | 1% OvalbusmineHC2 


B...i 
x90 7275 





Tabelle IV. 


1,01 proz. Ovalbumin + Cl1H. Aktivitatskoeffizienten. 





ui fal! 


! 
"HCI 


0,005 
0.01 
0,02 


"Alb. Cl aC) 


4.11.10 


6,86 , 10-5 
8.48. 10-8 


62 


4.90. 


3.57 . 
21.10 0.899 


Cl 
10-5 0.874 


10-5 0,750 


hh) 
fan 


0.869 
0,905 
0,578 


0.03 1.00. 10-3 
0.04 1.10. 10-3 
0.05 1.13. 10-3 


480. 10-5 
3.60, 10-5 
2.90. 10-4 


0,733 
0.710 
0,706 


0,480 
0,327 
0.257 


In dieser Tabelle sind ferner die Aktivitatskoeffizienten der Cl- 
Tonen in der EiweiSsiuremischung fac, und des Proteinsalzes fac 
angefiihrt, welche in der oben angegebenen Weise berechnet wurden. 
Zum Vergleich sind die Aktivitatskoeffizienten der reinen HCl fay ¢; 
heranzuziehen (Tabelle 1). Daraus ergibt sich vor allem die starke 
Verminderung des mittleren Cl-Aktivititskoeffizienten bei Eiweib- 
anwesenheit, welche auf die hochwertigen und wenigstens bis zu einem 
gewissen Grade als solche wirkenden!) Proteinionen bezogen werden 
muB. Der Gang dieses Aktivititskoeffizienten fac, mit der Konzeén- 


1) Die Bedeutung dieser Einschrankung, die in dieser Arbeit stets bei 
Erwahnung der Vielwertigkeit der Proteinionen hinzuzudenken ist, soll bei 
anderer Gelegenheit dargelegt werden (P.). 
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tration wird dadurch bestimmt, daB anfangs die Wertigkeit der Protein- 
ionen stark ansteigt und mit zunehmendem HCl immer mehr Cl-Ionen 
in ihre EinfluBsphire gelanger, daB aber andererseits ein immer gréBerer 
Cl-Ionenrest in seinen Aktivitaétsverhiltnissen sich gemaB den steigenden 
H-Ionen denen der reinen Salzsiure annihern wird. Der im unter- 
suchten Konzentrationsbereich bemerkbare sanfte Abfall von fac, 
scheint das Ergebnis dieser Gegenwirkungen zu bilden. Die Aktivitats- 
koeffizienten des Proteinchlorids fa; zeigen dem Gange der Cl-Aktivitat 
entsprechend einen auberordentlich steilen Abfall. 

SchlieBlich kénnen auf dem friiher angefiihrten ‘Wege die Leit- 
fahigkeitskoeffzienten /'' (Tabelle V) in den Saure-Proteingemischen 
bestimmt werden. Wahrscheinlich ist insbesondere der erste Koeffizient 
zu niedrig wegen der hier zu hoch angenommenen Beweglichkeit des 
Proteinions, die erst mit dem wachsenden Saurezusatz zu einem 
maximalen Werte ansteigt. Wie dies schon fiir 1—1 wertige Elektrolyte 
bekannt ist, liegen auch in unserem Falle die Leitfahigkeitskoeffizienten 
héher als die Aktivitatskoeffizienten, doch erheben sich deren Unter- 
schiede in der Mischung von Saure und Proteinsalz auf das Vielfache 
der bei 1—1 wertigen Elektrolyten beobachteten Differenzen. Darin 
driickt sich wohl in erster Linie der michtige EinfluB der H-Ionen auf 
die Leitfihigkeitswerte aus, waihrend zugleich diese Ionen relativ ge- 
ringen, von denen bei 1—1 wertigen Elektrolyten wenig verschiedenen 
bremsenden, elektrostatischen Einfliissen +) in der Siure-EiweiBmischung 
ausgesetzt sind. 


Die Leitfahigkeit des Proteinsalzes allein, k'", zeigt ein Maximum 
bei 0,01n HCl, also in der gleichen Saurekcnzentration, wie das 
Aktivitétsoptimum des 1,01 proz. Ovalbumins. Von gréBerem Interesse 
als die Leitfahigkeitskoeffizienten der Mischung /' erscheint uns die 
Bestimmung der Leitfahigkeitskoeffizienten des Proteinealzes /)''. Diese 
14Bt einen stetigen Abfall auf niedrige Werte erkennen, also ein charak- 
teristisch verschiedenes Verhalten von dem des f/f)’. Die zugehérigen 
Daten finden sich in der folgenden Tabelle V. 


Zur graphischen Darstellung wurde nicht k'"', sondern die der 
Aktivitaét analoge GréBe K = n.f gewihlt, welche den in der Leit- 
fahigkeit wirksamen Anteil der Ionenkonzentration bezeichnet. Diese 
GréBe soll kiinftig Konduktivitatskonzentration, kurz ,,Konduktivitdt* 
RE" k 

genannt werden. Da definitionsgemaB /)'' = k und 4,, = — . 10-3, 
20 n 

so ergibt sich durch Einsetzen von //'" aus der zweiten und von n aus 


1) Betreffend eine andere Seite dieser Frage mu8 auf die Betrach- 
tungen im Kapitel VI hingewiesen werden. 
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der dritten Gleichung in die erste Formel fiir K die Konduktivitat 


K" = 7 . 10%. (Abb. 3.) 4. ist Uprotein + Cr 126 unter den 


schon oben erwahnten Voraussetzungen. 


Tabelle V. 
1,01 proz. Ovalbumin + HCl. Leitfahigkeitskoeffizienten. 





"HCI ke" HCI kM fi fi 

. 10-4 7.10 0.944 0.933 
. 10-3 7.10 0.954 0.923 
10-3 6.10 0.906 0,710 
. 10-3 38.10 0.897 0.539 
_10-3 5.10- O.889 0.423 
)}. 10-23 20.10 0.865 0,149 


0,005 8,15. 10-4 
0.01 2.00 .10-4 
0,02 5.33 . 10-5 
0.03 8.60 . 10 

0,04 1.20. 10-5 
0,05 1.58 . 10>: 


uth > 


oo wt hed 
rte ~1 Ge 


$n $2 ot & 2 $0 


= 
= 
+ 


Eine ganz analoge Versuchsreihe wurde an einer Ovalbuminlésung 
ven der Endkonzentration 2,32 Proz. durchgefiihrt. 

Die folgenden Tabellen VI und VII bringen zunichst die gemessenen 
H-Aktivitaten und die daraus abgeleiteten Daten fiir c, (gebunden) 
gleich ny, c, sowie die gemessenen Cl-Aktivititen. (Abb. 4.) 


Tabelle VI. 
2,32 ;roz. Ovalbumin + HCl. H-Aktivitaten. 





oN 
ha | | pty a 
0,000 0.5056 3.8228 150. 
0,005 0.5045 3.8038 157. 
0,01 0.4675 3.1669 6.85 . 
0.02 0.4325 2 5646 2.72 . 
0,03 0.3956 19811 1,04. 
0,04 0.3845 1.7383 1.86. 
0.05 0.3752 1.5784 2 64. 


Tabelle VII. 
2,32.proz. Ovalbumin + HCl. Cl-Aktivitaten. 





1 a EMK " " 
nyc so ats pay acy 


0,005 0,1302 453 3,53 . 10-° 
0,01 0.1141 2.1755 6,68 . 10 

0.02 0.0972 J 1,30. 10-2 
0.03 0.0883 5 1.86.10-2 
0.04 0.0816 d 242.10-? 
0,05 0,0761 521 3.01 . 10-2 
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Wie die Kurve 4», ¢, der Abb. 5 zeigt, nahert sich auch hier die 
Bindung von H durch das EiweiB einem Maximum, das wohl bei den 
verwendeten Saurezusitzen nicht erreicht wird und entsprechend 
héher gelegen ist als fiir das 1,01 proz. Ovalbumin. 

Die der folgenden Tabelle VIII entnommene Aktivitatskurve des 
Proteinsalzes liegt fast doppelt so hoch als beim 1,01 proz. Ovalbumin, 
und ihr Héhepunkt hat sich gegen dieses gleichfalls um etwas iiber das 
Doppelte des Siurezusatzes von 
| 1.10-?n bis etwa 2,2. 10-?n HCl 
|  verschoben. (Abb. 5.) 





232% Qvalobuminehlt aF. 


«00% 
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Tabelle VIII. 


2,32 proz. Ovalbumin + HCl. Aktivitatskoeffizienten. 





MHC!  Alb.Cl acy fac fac 
0,005 4.76. 10-4 3.37 . 10-4 0.706 0.708 
0.01 9,11, 10-8 5,99 . 10-5 0,668 0,658 
0,02 1,67 . 10-2 1.03 , 10-2 0,650 0,617 
0,03 177.1072 8.20. 10-5 0,620 0,463 
0.04 1.88. 10-2 5,60, 10-8 0,605 0,298 
0.05 1.83. 10-3 3.70. 10-5 0,602 0,202 


Man kann hier weiter die scheinbaren Aktivitatskoeffizienten des 
ut 
Proteinsalzes (in bezug auf seine Cl-Ionen) fag; = 1 ermitteln. 
Alb.Cl 
Sie finden sich gleichfalls in der Tabelle VIII und zeigen ein stetiges 
Absinken, das im untersuchten Konzentrationsbereich zu dem niederen 
Werte 0,20 fiihrt. 

Die niachste Tabelle IX brirgt die gemessene Leitfahigkeit der 
Mischung Eiwei8-Saiure k", die abgeleitete Leitfihigkeit der freien 
Salzsiiure kijc,; und die Leitfaihigkeit des Proteinsalzes k'' (Abb.5), 
woraus sich dann die Leitfahigkeitskoeffizienten der Mischung /\' und 
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des Proteinsalzes f'' wie oben ergeben. Die Werte sind gleichfalls 
in Tabelle 1X angefiihrt. 


Tabelle 1X. 
2,32 proz. Ovalbumin + HCl. Leitfahigkeitskoeffizienten. 





nhc kt" tt a ku i / os 

0,005 4.70. 10-4 : 5 4.02 >10-4 0,688 0,670 
0.01 1.03. 10-8 ; 7.30 .10-4 0.67: 0,636 
0,02 2.55. 10-3 i 3 131. 10-5 0.752 0,622 
0.03 6.00 . 107-5 . ‘ 1.21. 10-3 0,803 0,542 
0.04 9.56. 10-4 . 3 0.92 . 10-4 0.830 0,388 
0.05 1.33. 10-2 23.1072 1.00, 10-5 0.842 0,433 


Auch hier sind die ersten {;'-Werte wohl wegen der anfangs zu hoch 
eingesetzten Proteinionenbeweglichkeit zu klein ausgefallen, und dieser 


Fehler diirfte sich in diesem Falle starker bemerkbar machen, weil die 
Konzentration der Proteinionen gegeniiber der im 1 proz. Ovalbumin 
verg1 6Bert ‘und ihre Wertigkeit bei dem gleichen Saurezusatz und damit 
auch die Beweglichkeit entsprechend verkleinert ist. Die Leitfaihigkeit 
des Proteinsalzes (Abb. 5) durchschreitet beim 2,32 proz. Ovalbumin ein 
Maximum in 0,02 n HCl, also in demselben Gebiet wie seine Aktivitat. 


IV. Versuche am Seralbumin, 


Ahnlich wie das Ovalbumin wurde das Seralbumin durch Elektro- 
dialyse gereinigt. Dieser ProzeB wurde, um zu absolut globulinfreiem 
Material zu gelangen, folgendermaBen durchgefiihrt : 


Frisches Pferdeserum wurde im Faltendialysator etwa 14 Tage lang 
vordialysiert, bis dasselbe eine Leitfahigkeit von 1,45.10-4r.O. hatte. 
Diese Lésung wurde dann nach langerem Aufbewahren unter Toluol in 
einem mittleren Elektrodialysierapparat mit zwei Platinelektroden, unter 
Vorschaltung von zwei Kohlenfadenlampen, bei 220 Volt Spannung durch- 
strémt. In der ersten Zeit der Elektrodialyse wurde sorgfaltig auf die 
Stromregulierung geachtet und das Au®Benwasser nach je 2 Stunden er- 
neuert. 

In diesem Stadium der Elektrodialyse schichtete sich die Fliissigkeit 
bei gleichzeitiger Ausscheidung von Globulin (vorwiegend an der anodischen 
Seite). Dabei war zu beobachten, daB am Anfang die oberste wasserhelle 
Schicht immer breiter wird, dann nach ungefaihr 18 bis 20 Stunden tritt 
eine Verkleinerung dieser klaren Schicht ein, waihrend die untere gefairbte 
emporsteigt. Als nach langerer Zeit (etwa 30 bis 36 Stunden) eine weitere 
Steigung der unteren Schicht nicht mehr vor sich ging, wurde die oberste 
wasserklare Partie ‘teilweise (etwa bis zur Halfte) abgehebert und dice 
abgeheberte Fliissigkeit durch eine fast gleiche Menge destillierten 
Wassers ersetzt. Diese Lésung zeigte in einer Probe mit Ammon- 
sulfat bis zur MHalbsittigung versetzt noch eine starke Globulin 
fallung bei einem Trockengehalt von 2,42 Proz. Nach je 24stiindiger 
Elektrodialyse wurde die ganze Lésung von dem in betrachtlichen Mengen 
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abgeschiedenen Globulin abgehebert und die abgeheberte Fliissigkeit in 
dem vom Globulin griindlich gereinigten Apparat weiter elektrodialysiert. 
SchlieBlich schichtete sich die Fliissigkeit fast iiberhaupt nicht, es trat 
jedoch in dem Apparat eine weitere Ausfallung von Globulin ein, so daB 
die tiberstehende Lésung nur mehr eine duBerst schwache Triibung auf 
Halbsattigung mit Ammonsulfat aufwies. 

Um die gewonnene Albuminlésung von dem geringen Globulinrest zu 
befreien, wurde sie im Elektrodialysierapparat mit K,SO, so versetzt, daB 
sie héchstens eine Endkonzentration von 0,005 n hatte, und weiter durch- 
strémt. Diese Zugabe wurde einige Male wiederholt, bis schlieBlich alles 
Globulin entfernt war. Die abgeheberte Albuminlésung, deren unterster Teil 
im Apparat gelassen wurde, hatte einen Trockengehalt von 1,7 Proz., eine 
Leitfahigkeit von 7,42 . 10-° r. O. (ohne Wasserkorrektur) und eine H-lonen- 
aktivitat von 9,5.10-n. 

Die 1,7 proz. Seralbuminlésung wurde auf 1,5 Proz. verdiinnt. Zu 
10cem dieser Stammlésung wurden immer 5ccm der entsprechenden 
HCl gegeben, so daB die Eiwei®Rendkonzentration in allen Fallen 1 Proz. 
betrug. 

Die Versuchsreihen sind ganz analog den bei Ovalbumin aus- 


gefiihrten angeordnet. 


Tabelle X. 
1 proz. Seralbumin + HCl. H-Aktivitaéten. (Abb. 6.) 





"HCI ~ — pay ay CH ged." Alb.Cl 
0.000 0.5753 5.0224 95 .10-6 - 

0,005 0.4945 3.6313 2.34. 10-4 4.68. 10-5 
O01 0.4600 3.0379 9.16. 10-4 8.86. 10-8 
0.02 0.4120 2.2117 6,14. 10-8 1.29. 10-2 
0.03 0.3905 1.8433 1.43. 10-2 1.33. 10-2 
0,04 0.3793 1.6488 2.24. 10-2 1.35 .10-2 
0.05 0.3715 1.5146 3,06. 107? 1,34. 10-2 


Tabelle XI. 
lproz. Seralbumin + HCl. Cl-Aktivitaten. (Abb. 6.) 





nhicy gsred a a par ats, ' 
0,005 0.1350 2.5353 2.92.10 

0.01 0.1205 2.2874 5,14. 10-* 
0,02 0.0999 1.9312 1.17. 10-2 
0,03 0.0878 1.7229 1.89. 10-2 
0,04 0.0814 1.6127 2.44.10" 
0,05 0,0756 1.5129 3,07 . 10-2 


Die Versuche zeigen, daB beim Seralbumin die H-Bindung mit 
dem Saurezusatz steiler ansteigt als beim 1 proz. Ovalbumin, so daB 
schon bei 2.10-?n HCl praktisch das Optimum der H-Aufnahme 
durch das Protein erreicht ist (Abb. 7). Dieses liegt fiir 1 g Seralbumin 
bei 1,35 mg-Aquivalenten HCl, also deutlich héher als das Bindungs- 





: 
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maximum von lg Ovalbumin (1,15 mg-Aquivalent). tine Umrechnung 
auf das EiweiBmolekiil ist hier jedoch wegen des unsicheren Molekular- 
gewichtes von Seralbumin nicht méglich. 

Die folgende Tabelle XII bringt die Aktivitét des Proteinsalzes a¢, 
und seine Aktivitatskoeffizienten fac), sowie die Aktivitat der Cl-Ionen 
in der SaureeiweiBmischung. Die Differenz ac, — a); = ac gibt die 
Aktivitatskurve des Proteinsalzes, deren. Maximum (Abb.7) bei 
1,7 . 10-7 n HCl-Zusatz gelegen ist, 
worauf ein Abfall erfolgt. Auch 

dieses Maximum liegt (und zwar 
| | wesentlich) héher als das bei 
1.10~?n HC! gelegene des 1 proz. 

Ovalbumins. 





1% Seralbumin «HCl 








Tabelle XII. 
lproz. Seralbumin + HCl. Aktivitatskoeffizienten. 





! ui ; W ; wi 
"HCI ” alb.Cl. acy facy facy 


0,005 4.68 . 10-8 2.69. 10-5 0,584 0,575 
0,01 8.86. 10-° 4.22. 10-3 0.514 0,476 
0,02 1.29 .10-2 5.56. 10-5 0,585 0.431 
0,03 1,33. 10-2 4.60 .10-5 0,630 0,345 
0,04 1,35 . 10-2 2.00. 10-4 0,610 0,148 
0,05 1.34.10-2 0,10. 10-8 0.614 0.075 


Am Gange des mittleren Aktivitatskoeffizienten fa(,, (Tabelle XII) 
zeigen sich die interferierenden Einfliisse des anfanglich steilen Anstieges 
der Proteinkonzentration (und der Wertigkeit des Proteinions) als 
Abnahme von fa¢,, welcher dann bei zunehmender HC! uni konstantem 
Proteinsalz ein méaBiger Anstieg des Aktivitaitskoefiizienten folgt. 
Dieser bleibt jedoch selbst bei Zusatz von 0,05n HCl noch immer am 
mehr als 30 Proz. unterhalb des Aktivititskoeffizienten der teinen 
Salzsiure. 

Der Aktivitatskoeffizient des Albuminchlorids fac, zeigt einen 
stetigen Abfall mit wachsendem HCl-Zusatz. 
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Auch die nach der Formel (5) fiir /'' berechneten mittleren Leit- 
fahigkeitskoeffizienten (Tabelle XII1) zeigen anfangs kleinere von 0,02 n 
ein wenig steigende Werte, in denen sich der EinfluB8 der freien Salzsiure 
kundgibt. DaB, wie schon hervorgehoben, eine zu groB eingesetzte 
Beweglichkeit des Proteinions insbesondere den ersten Wert von /{'' 
erniedrigt, diirfte auch hier gelten. 


Tabelle XIII. 
lproz. Seralbumin + HCl. Leitfahigkeitskoeffizienten. 





1 Ail ul til ‘ 
HCI k ki'cy k es hy 


0,005 4.46. 10-4 1,00 . 10-4 3,46 . 10-4 0,614 0,587 
0.01 9,82.10-4 4.04. 10-4 5,78 . 10-4 0,613 0,518 
0,02 3.40. 10-8 2.78. 10-3 6.2 .10-4 0.729 0,309 
0,03 7.08 . 10-8 6,58 . 10-5 5.0 .10-4 0,825 0,298 
0,04 1,07 . 10-2 1,04. 10-2 3,2 .10-4 0,843 0,184 c 
0,05 144.10-? 1,43. 10-2 10 .10-4 0,852 0,059 t 


Die Tabelle enthalt neben dem mittleren Leitfahigkeitskoeffizienten 
der Mischung f'', die Leitfahigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes 
allein /\'". Diese zeigen einen stetigen Abfall. Die ganze Kurve liegt 
entsprechend den weit niedrigeren Ausgangswerten als beim | proz. 
Ovalbumin unter der Kurve von dessen Leitfihigkeitskoeffizienten. 
Die Leitfahigkeit des Albuminchlorids k'' geht durch ein Maximum 
nahe dem des Aktivitaétsmaximums, die Konduktivitatskurve liegt seh: 
nahe der Aktivitatskurve. (Abb. 7.) Ware jedoch die angenommene 
Proteinionenbeweglichkeit 50 zu hoch, so wiirde die Konduktivitat 
entsprechend oberhalb der Aktivitatskurve liegen. 


V. Viskositit der Proteinchloride. 


Durch die bisherigen Beobachtungen wurde ein gewisses Bild vom 
physikalisch-chemischen Zustande der untersuchten Siaureprotein- 
lésungen gewonnen, und es war von groBem Interesse, einen Vergleich 
mit deren sonstigen Eigenschaften durchzufiihren. Als solche wurden 
im Zusammenhange mit dlteren Erfahrungen am Institut zunachst 
die Viskositaéten gewahlt. 

Die Viskosititsmessungen wurden mit dem Ostwaldschen Viskosi- 
meter im Thermostaten bei 25° in der tiblichen Weise ausgefiihrt. Man 
konnte sich mit dem Verhaltnis der Durchstrémungszeiten ¢/f begniigen, 
worin é® den Wasserwert des Viskosimeters bei 25°, stets iiber 600 Fiinftel- 
sekunden, bedeutete. 

Die folgende Tabelle XIV enthalt die Durchstrémungszeiten und = 
Viskositaéten von | proz. und 2,32 proz. Ovalbumin, sowie von unserem 
reinsten 1 proz. Seralbumin. 


al 
ei 


ar 
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Tabelle XIV. 


Relative Reibungen von Ovalbumin + HCl. Temperatur 25° C. 





1 proz. Ovalbumin 2,32 proz. Ovalbumin 1] proz. Seralbumin 
NHC) - 


Durchstrém- ¢ _ n | t= Durchstrém- | ¢ | , t= Durchstrém ¢ 

zeit in 1), Sek. t zeit in '/, Sek. t" zeit in '), Sek t 
0,000 630 1.023 667 1,088 628 1,031 
0,005 648 1,057 677 1,105 725 1,190 
0.01 654 1,066 691 1,127 805 1,321 
0,02 645 1,052 705 1.150 819 1,344 
0.03 642 1.044 699 1,140 775 1.272 
0.04 639 1,042 684 1,124 737 1,210 
0.05 637 1,038 680 1.110 715 1,174 


Diese Werte sind in den folgenden Abb.-8 (Ovalbumin) 
und 9 (Seralbumin) zusammengefaBt und zugleich die Kurven 
der Aktivititen der betreffenden 
Proteinchloride Abb. 10 und 11 
daruntergestellt. 





£90-——— 





100 Vishositdtvon 1% v. 2,32 % Ovalb,+HCl } 
0 a3 7 2 J *.9972 § 


Abb. § 





1% Seralbumin + C7 
ar ie 
Abb. 10. Abb. 11. 





Die Reibungskurven zeigen sowohl bei 1 proz. wie bei 2,32 proz. Ov- 
albumin einen Anstieg bis zu einem Maximum und darauf Abfall bis zu 
einem etwas iiber dem Ausgangswert gelegenen Punkt. Es ist also die 
Angabe von J. Loeb und Hit¢hcock nicht zutreffend, daB bei Ovalbumin 
ein Reibungsmaximum auf HC!-Zusatz nicht zu beobachten sei, sondern 
die Viskositat konstant bleibe. Ferner zeigt sich hier, zum erstenmal 
am hochgereinigten Material untersucht, daB das 1 proz. Seralbumin 
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eine weit héhere Zunahme der Viskositat durch die Bildung des Chlorids 
erfahrt als das Ovalbumin, trotzdem die urspriinglichen Reibungen der 
reinen Proteinlésungen nahe beieinander liegen. Der Unterschied der 
Reibung gegen das Wasser betriigt im Maximum des Seralbumins etwa 
das Fiinffache von dem des gleichprozentigen Ovalbumins. 

Nebenbei sei hier festgestellt, daB das hochgereinigte elektrolyt- 
und globulinbefreite Seralbumin eine merklich niedere Reibung im 
Maximum aufweist als ein durch einfache lingere Dialyse nicht so 
volistandig gereinigtes gleichprozentiges Serum, dessen Ausgangs- 
reibung tiberdies etwas héher war. Das ergibt z. B. der Vergleich mit 
alteren Versuchen am Pferdealbumin von Pauli und R. Wagner '). 
Die Maxima liegen in beiden Fallen etwas verschieden bei 1,7 . 10-?n HCl 
im reinen, und bei 2. 10~? n im bloB dialysierten Albumin. Nach allen 
Erfahrungen muB dieser Unterschied auf den Globulingehalt des mit 
einfacher Dialyse gereinigten SerumeiweiBes bezogen werden. 

Die bemerkenswerteste Feststellung scheint uns jedoch, daB sowohl 
bei 1 proz. und 2,32 proz. Ovalbumin als auch bei 1 proz. Seralbumin die 
Reibungsoptima trotz der verschiedenen Lage derselben genau mit dem 
Maximum der Cl-Aktivitdt des betreffenden Proteinchlorids zusammen- 
fallen. Dariiber belehrt der Vergleich mit den betreffenden Tabellen 
und noch anschaulicher mit den zugehérigen Aktivitatskur ven (Abb. 10 
und 11). Man darf also aussagen, da8 mit Zunahme der aktiven Protein- 
ionen ein Anstieg und mit der Abnahme derselben ein Sinken der Reibung 
des Proteinchlorids bei unseren EiweiBkérpern erfolgt. 


VI. Untersuchungen von Siureproteinen mit H,SO, und H,P 0,. 


Es war fiir die Anwendung der Theorie der intetionischen Krafte 
(Bjerrum-Lewis) auf die Proteinsalze von gréBtem Interesse, das Ver- 
halten einer starken Siure mit zweiwertigem Anion, wie die H, SO,, bei 
der Proteinsalzbildung zu untersuchen. Hier war ja durch die Steigerung 
der elektrostatischen Anziehungskrafte zwischen mehrwertigem posi- 
tiven Proteinion und dem SO,-Ion, verglichen mit der Einwirkung 
auf das Cl-Ion (beim Proteinchlorid) auch eine erheblich intensivere 
Inaktivierung, Bremswirkung usw., wie iiberhaupt eine Verstaérkung 
aller interionischer Effekte zu erwarten. Diese Erwartung hat sich in 
hohem MaBe erfiillt, trotzdem hier durch die Unmézlichkeit einer 
genaueren potentiometrischen Aktivitatsbestimmung des SO,-Ions das 
Bild ein weniger vollstandiges wird, als bei der Untersuchung der HCI- 
Fiwei8kombination. 

Fir, die Auswertung der Versuche war zunichst die Kenntnis 
folgender GréBen notwendig: Der Normalitaét der zugesetzten reinen 


1) Vgl. Pauli, Kolloidchemie der EiweiS8kérper, daselbst Literatur. 
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Schwefelsiure n4,s0,, ihrer Leitfihigkeitskoeffizienten /, (nach 
Kohlrausch), ihrer Aktivitatskoeffizienten faj; und ihrer Aktivitat aj. 
Wir haben es vorgezogen, selbst sorgfiltige potentiometrische Be- 
stimmungen der Aktivitat der H, SO, in unserem Konzentrationsbereich 
0,005 n bis 0,05 n auszufiihren. Dazu diente die rotierbare H-Elektrode 
kombiniert mit der 1nKCl-Kalomelbezugselektrode. Zur Aus- 
schaltung des Diffusionspotentials bedienten wir uns einer 3,5 n KCl- 
Lésung als Zwischenfliissigkeit. Von der Anwendung der Bjerrumschen 
Extrapolationsmethode (aus zwei Bestimmungen mit 3,5n und 
1.75n KCl) wurde aus folgenden Griinden abgesehen: 


1. In unserem Konzentrationsbereich stimmt die bei Verwendung 
von 3,5n KCl als Zwischenfliissigkeit gemessene EMK mit den nach 
der Planckschen Formel berechneten Werten iiberen. 

2. Die unter Zuziehung der nach Bjerrum extrapolierten Diffusions- 


potentiale berechneten Aktivitatskoeffizienten sind zu groB. Sie geben 
die Kohlrauschschen a-Werte oder kénnen diese iibersteigen. 


3. Bei der Zwischenschaltung einer Reihe verschieden konzen- 
trierter KCl-Lésungen fanden wir die folgenden wenigstens fiinfmal 
reproduzierten Werte fiir die EMK von 0,05n H,SO, (Tabelle XV), 
welche graphisch aufgetragen die Kurve in Abb. 12 geben. Der Verlauf 
dieser Kurve spricht dafiir, daB in 3,5n KCl praktische Konstanz und 
damit eine geniigende Ausschaltung des Diffusionspotentials erreicht ist. 


Tabelle XV (Abb. 12). 
EMK von 0,05n H,SO, mit verschiedenen n KCl als Zwischenfliissigkeit. 





Konzentration der os ie . _— - 
KCl-Lésung ‘ 3,5 n 2 62n 1,75 n 0,875 n 


EMK in Volt . . 0.3703 0.3708 0.3735 0,3762 





Die nichste Tabelle enthalt die 
gemessenen und vollkommen repro- 
duzierbaren H-Aktivitaten (aj;) der 
reinen H,SO, und die daraus berech- 
neten Aktivitatskoeffizienten fa}, nebst 
den Werten (Kohlrausch) fiir f',. Zum 
Vergleich sind schlieBlich dic nach der 
Formel von Debye-Hiickel .berechneten Oats Fs thes 580 RAT 
Werte beigefiigt fiir die Aktivitat Abb. 12 
eines Ions i von der Wertigkeit z; und der ionalen Konzentration 
I = Ly;2) (y,-Konzentration im Mol/Liter), 


10 log f; —= — 0,3542? Yr. 


Biochemische Zeitschrift Band 164. 
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Diese theoretischen Werte liegen ausnahmslos viel zu hoch und 
iibersteigen weit die a-Werte nach der klassischen Theorie. Um sie 
zu korrigieren, miiBte man wohl in die unter Beriicksichtigung des 
Ionenradius a in die erweiterte Debyesche Forme] negative Werte fiir a 
einsetzen. Es ist bemerkenswert, daB bei H,SO, die gemessenen Werte 
fiir fa; und /|, relativ nahe beieinander liegen zum Unterschiede von 
einem 1 — 1 wertigen Elektrolyten wie HCI. 


Tabelle XVI (Abb. 13). 
Aktivitaten von H,S0O,. 





~ a = EMK a! fa f; ti 

H, SO, in Volt H berechnet nach _ berechnet nach nach 
Messungen Debye Kohlrausch 

0,005 | 04218 4,16. 10-8 0,831 0,9050 0,851 
0.01 | 04062 7,73. 10-5 0.773 0.8486 0.794 
0.02 | 0.3908 142. 10-2 0.715 0.8190 0.738 
0.03 0.3818 2.03 . 10-2 0,676 0.7831 0.700 
0,04 0,3752 2,61. 10-* 0,653 0.7540 0,677 
0.05 0.3703 3,21. 10-2 0,641 0.7293 0.653 





Fiir die physikalisch-chemische 
Charakterisierung der H,S0O,-Protein- 
mischung stehen uns noch die Aktivitats- 
und Leitfaihigkeitsmessung in derselben 
zur Verfiigung, welche die Werte aij 
und k" liefert. Daraus lassen sich mit 
Hilfe der obigen Konstanten der reinen 
H,SO, (mit Index I versehen) analog 
wie dies bei Salzsiure durchgefiihrt ist, 








os 7 2 7 *,9 4 5 . 
ae 13 ableiten : 
: ai} 
. Cy (gebunden) = nay, so, = "H, so, — jai,’ 


auch hier unter der Annahme, da8 eine Inaktivierung det H-Ionen 
duich die gleich geladenen Proteinionen nicht erfolgt. 
t 
2. ki, so, — Ajj - - 430 . 10-3, 


fa 


das ist die Leitfihigkeit der neben dem Proteinsalz vorhandenen 
freien Schwefelsiure unter der Voraussetzung eines ungednderten /\, 
und f, 

3. Die Leitfahigkeit des Proteinsulfates k'' = k" — kj, so, als 
Differenz der Gesamtleitfahigkeit im Gemisch von dem auf die freie 
Saure entfallenden Anteil. 
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4. Aus k" und k'" unter der Annahme von uwp,,,.;, = Sr. O. 
gewinnt man den mittleren Leitfahigkeitskoeffizienten der SaiureeiweiBb- 
mischung (v3, = 80). 


j es kK" 
s (Naw. so, - 180 + Mii, SO, . 430). 10-5 


und den Leitfahigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes allein, 


k 
Maip. so, - 130 10-3 


fu’ i= 


Die nichste Tabelle XVII enthalt die H-Aktivitaten von 1,01 proz. 
Ovalbumin + H,SO, und die unter Verwendung von /a;; abgeleitete 
Nap.so, die Normalitat des gebundenen H (Abb. 14). 


Tabelle XVII. 
1,01 proz. Ovalbumin + H,SO,. H-Aktivitaten. 





I , , i it | J 
"H.SO, 7” = EMK in Volt pay ay | CH geb.= "am. Cl 


0,000 0.5678 4.8933 1,28 . 5 

0,005 0,4730 3.2616 548. 4,34. 10-5 
0,01 0,4337 2,5852 2,60 . 10-8 6,64. 10-5 
0,02 0.4045 2.0827 8.27. 10-3 8.29. 10-5 
0,03 0.3910 1.8503 141. 9.17. 10-3 
0,04 0.3820 1.6953 2.02 . 2 9.03 . 10 
0,05 0.3747 15697 2.68 . ‘ 8.20. 10-8 


In der weiter wiedergegebenen Tabelle XVIII sind die gemessenen 
und abgeleiteten Leitfahigkeiten in der gleichen Saiure-EiweiBmischung 
zusammengestellt. 


Tabelle XVIII (Abb. 14). 
1,01 proz. Ovalbumin + H,SO,. Leitfihigkeitskoeffizienten. 





Ki. sO, kN 'S iy 


.10-4 2.41 .10-4 2.19.10-4 0,542 0,388 
. 10-3 1,15. 10-5 3,.80.10-4 | 0,662 0,440 
.10-3 3.67 . 10-5 5,00-10-4 | 0,689 0,463 
. 10-5 6,29 . 10-5 2,70 .10-* 0,645 0,227 
. 10-3 9,01 . 10-8 1,10 .10-* 0,630 0,094 
. 10-3 117.10-3 1,00. 10-4 0.619 0.094 

«10°72 

“4e-—— ——— 


ae | 
1% Ovaloymnin +h SO, 
"BR 


* 








xn? 
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Im folgenden sind gleich die entsprechenden Tabellen XIX und XX 
mit 2,32 proz. Ovalbumin angeschlossen. 


Tabelle XIX (Abb. 15). 
2,32 proz. Ovalbumin + H,SO,. H-Aktivitéten. 








mH. SO, == EMk in Volt pay; ayy CHgeb.="Alb. SO, 
0,000 0,5637 4.8228 1,50. 10 — 

0,005 0,5100 3,9002 1,26. 10-4 4,97 . 10-5 
0,01 0,4777 3.3425 4.54 .10-¢ 9,42. 10-5 
0,02 0.4311 2.5405 2.88 . 10-5 1,60. 10-2 
0,03 0,4040 2.0741 8.43 .10-* 1,75 . 10-2 
0,04 0,3895 1.8228 150.10-2 1,70 .10-2 
0,05 0,3805 1,6696 2.14. 10-2 1,66 . 10-2 


Tabelle XX (Abb. 15). 
2,32 proz. Ovalbumin + H,SO,. Leitfahigkeitskoeffizienten. 





MH, SO, k" Kiso, a fe bp 
0,005 3,09.10-* | 5,55.10-5 2,54 .10-4 0,435 0,393 
0,01 6,36 . 10-4 2,01 . 10-4 4.35 .10-4 0,430 0,355 
0,02 1,89.10-3 | 1,28.10-5 6,10. 10-4 0,496 0,294 
0,03 | 4,17.10-8 3,75 . 10-8 4,20. 10-4 0,546 0,185 
0,04 6,92 . 10-5 6,69 . 10-° 2,30 .10-4 0,572 0,104 
0,05 | 9,34.10-3 9,37.10-5 —0,03.10-4 0,565 0,014 





Betrachten wir nun die Kurve 
der H-Bindung oder des_ gebildeten 
Protein-SO,, so fallt auf, daB sie 
mit steigendem Saurezusatz durch ein 
Maximum geht (zwischen 0,03n und 
0,04n H,SO,), um dann deutlich ab- 
zusinken. Diese Erscheinung findet 
sich bei niherem Besehen bereits bei 
1 proz. Ovalbumin + HCl und noch 
: “o** starker bei 2,23 proz. Ovalbumin 

sae 5 ae HCl und ist in den entsprechenden 
Abb. 5 angedeutet. In letzterem Falle sollte die Bindungskurve noch 
weiter ansteigen, erwartungsgemaB bis zum 2,32fachen des Wertes von 
1 proz. Ovalbumin. Statt dessen trits das Absinken ein. Es ist bei 
H,SO, nur deutlicher ausgesprochen und bei H,SO, + 2,32 proz. Ov- 
albumin am stirkxsten bemerkbar. 

Die streng tatsichliche Beschreibung dieser Erscheinung kann 
nur lauten, daB unter den gegebenen Umstinden, das ist bei An- 
wesenheit von Proteinsalz neben freier Séiure, mit steigender Konzen- 
tration der letzteren héhere als die erwartungsgemiBen H-Aktivitaten 





352 % Ovaloumin +NpSOg | 








o- @s 7? Zz 
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gemessen werden. Halt man an der angegebenen Berechnungsweise 
fest, die auf der angencmmenen Konstanz der H-Aktivitaét von fay, 
auch in der Misechung von Proteinsalz mit der Saure gegriindet ist, 
dann kommt man zu den Bindungskurven mit einem Maximum. Eine 
Deutung als abnehmende Bindung der Saure fiihrt jedoch zu folgenden 
Unwahrscheinlichkeiten: 1. DaB mit héherem Sauregehalt schlieBlich 
weniger basischer N mit cer Siure reagieren wiirde als bei niederen 
und 2. daB die praktisch ebenso starke H, SO, mit weit weniger basischen 
Valenzen des Eiwei8 in Reakticn treten miiBte als die HCl. Beide 
Folgerungen lassen sich mit unseren Vorstellungen vom chemischen 
Verbindungstypus ces Proteins mit Saiuren schwer in Einklang bringen. 


Auf Grund anderweitiger Untersuchungen am Institute méchten 
wir es auch fiir weniger wahrecheinlich halten, daB etwa durch sekundiare 
Veranderungen im EiweiB bei héherem Saurezusatz H-Ionen freigesetzt 
werden, welche die gemessene H-Aktivitat steigern und eine geringere 
H-Bindung an das Eiweif rechnerisch ergeben wiirden. Es handelt 
sich hier um eine vielleicht nur scheinbare Erhéhung des Aktivitits- 
koeffizienten der Saure. In der Tat geniigt in 0,05 n H,SO, + 1 proz. 
Ovalbumin eine Erhéhung ces Aktivititskoeffizienten der H,SO, fa;, 
von 0,641 (Tabelle XVI) auf 0,686"), um hier die Umbiegung der 
Bindungskurve des H nicht nur zum Verschwinden, sondern auch 
um sie auf die Héhe cer bei HCl ermittelten Bindung zu bringen. Be- 
ziiglich weiterer Untersuchungen dieser Erscheinung muB auf die 
folgende Mitteilung verwiesen werden. 

Die Messung der Leitfaihigkeit in der Mischung Siure-Eiweib k'' 
kann, wie angefiihrt, dazu dienen, ein gewisses Bild von dem Leit- 
fahigkeitsanteil des Proteinsalzes zu gewinnen, indem man k sich 
in zwei Anteile zerlegt cenkt, in cen der freien Siiure kjj,so9, und des 
EiweiBsalzes k'". Zu diesem Zwecke wird die Voraussetzung eingefihrt, 
daB die freie Saiure sich nahezu so verhilt, als ob sie allein vorhanden 
wire, wahrend alle Abweichungen, die die Mischung zeigt, zur Ginze 
dem Proteinsalz zugeordnet werden. Das bedeutet die Ubernahme 
der Koeffizienten /, und /', der reinen Saure auch fiir die Siure in der 


1 
u “ 


ae a: 
r fu fa 
a}; der Quotient ~* entscheidend. Die eben erérterte Anderung von,/ aj; 
a 
+*H 
in den héheren Siurekonzentrationen im, Sinne einer Aktivierung 


430 . 10~3ist bei gegebenem 


Mischung. In der Formel kj, 59, = 4 


1) In dieser Berechnung wurde iiberdies der Aktivitaétsunterschied 
von HCl und H,SO, beriicksichtigt und auf die Bindung in einer mit 
0,05n H,SO, in der Aktivitét iibereinstimmenden HCl-Konzentration 
bezogen. 
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diirfte mit einer gleichartigen Erhéhung von /, einhergehen, so dab 


wir von einer Korrektur des Quotienten —~ in der Formel fiir kj, so, 


A 
absehen konnten. Die Kenntnis von kjyj,5o, fiihrt zu dem Werte k'". 
Da ein symbater Verlauf der Aktivitats- und Konduktivititskurve zu 
erwarten ist, so gibt auch die Darstellung von k'"' (Abb. 14) den Gang 
der Aktivitat des Proteinsalzes wieder. Die Maximumbildung und der 
nachtrigliche Abfall sind hier sehr deutlich zu erkennen. Sie finden 
sich ebenso bei dem 2,32 proz. Ovalbumin. (Abb. 15.) 


Es scheint nun, da® in diesen beiden Ovalbuminkonzentrationen 
bei der Bildung des Proteinsulfates infolge der gesteigerten elektro- 
statischen Wechselwirkung mit den SO,-Ionen das Aktivitits-(Leit- 
fahigkeits-)optimum in sehr nahe beieinander liegenden Konzen- 
trationen erreicht wird. Die beiden Fille sind wohl dadurch unter- 
schieden zu denken, daB fiir 1 proz. Ovalbumin schon in niedrigeren 
Saurezusitzen hohe Wertigkeit der Proteinionen bei einer kleineren 
Anzahl derselben, in 2,32 proz. Ovalbumin eine gréBere Zah! von Protein- 
ionen von zunachst geringerer Wertigkeit erreicht wird. Dadurch 
werden wohl die ionalen Konzentrationen in beiden Fallen und damit 
die Steilheit des Anstieges von k'' im Sinne einer Angleichung be- 
einfluBt. Steigt dann bei dem héheren Ovalbumingehalt mit wachsendem 
Saurezusatz die Proteinionenbildung weiter an, so wird dafiir auf der 
anderen Seite in der niederen Proteinlésung ein rascher Anstieg der 
freien Siure mit ihren SO,-Ionen erfolgen, und auch dieser Umstand 
wird insbesondere im abnehmenden Teile der Konduktivititskurve 
die Unterschiede von 1 und 2,32 proz. Ovalbumin verringern. Sowohl 
in bezug auf die Lage des Maximums als auf den Verlauf der Kon- 
duktivitat (Aktivitat) des Proteinsalzes werden unter diesen Umstanden 
trotz der verschiedenen Proteinkonzentration relativ geringe Differenzen 
hervortreten, wie dies der Vergleich der Abb. 14 und 15 (k'"-Werte) mit 
den entsprechenden bei der Salzsiiure (a'" bzw. k'", Abb. 3 und 5, 
noch besser Abb. 10) anzeigt. 


Es ist nun wiederum in hohem MaBe bemerkenswert, daB sich die 
hier gefundenen Verhiltnisse auch in den Viskositdten widerspiegeln. 
In der folgenden Tabelle X XI und der 
zugehérigen Abb. 16 kommt die nahe 





tr 
| 2,42 % 
4790+ a SS 


7 107% Ubereinstimmung in der Lage und 


| 
105+ : = 
ere os . . ‘ 
eg OF === |  Héhe der Maxima deutlich zum Aus- 
100 Vishos télt vor Ovalb. +t, 505 








o a4 2 J *-o*s druck. Die sanfte Erhebung der Rei- 

Abb. 16. bung nach ihrem Abfall ist lediglich 
auf die merkliche Viskositét der freien H,SO, zu beziehen, deren 
Korrektur leicht angebracht werden kann. 
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Tabelle X XI (Abb. 16). 
Relative Reibungen von Ovalbumin + H,SO,. Temperatur = 25° C. 





1 proz. Ovaibumin 2,32 proz. Ovalbumin 
, : 
“H, SO, t = Durchstrémzeit t t = Durchstromzeit t 


in !|5 Sek 10 in */5 Sek. 10 


2: 667 1,088 
0,005 638,0 680 1,108 
0.01 639,5 680 1,108 


0,000 630.0 1 
1 
] 
0,02 649.0 1, 695 1,133 
l 
] 
l 


: 
; 
: 


0.03 637.0 676 1,103 
0.04 636,0 681 Ll! 
0.05 640.0 682 1,112 


Vergleicht man zum Schlu8 die Viskositatseffekte von HCl und 
H,S0O, auf Ovalbumin, so sieht man, daB im ersteren Falle sowohl 
bei 1,01 proz. als auch bei 2,32 proz. Eialbumin die Reibung steiler 
und zu einem fast doppelt so hohem Maximum ansteigt, und daB hier 
zugleich die Verschiebung des Maximums mit der Proteinkonzentration 
eine sehr erhebliche, wenn auch weniger als proportionale ist. Der 
sanftere Anstieg, das niedrigere Optimum und dessen jedenfalls geringe 
Verschiebung mit der Proteinkonzentration beim Proteinsulfat wiirden 
wiederum dessen stirkerer Inaktivierung durchaus entsprechen. 

Man kann nun auch versuchen, einen Uberblick iiber die Reaktion 
der Phosphorsiure mit EiweiB zu gewinnen. Zunichst wurden einige 
Bestimmungen an der reinen Orthophosphorsiure ausgefiihrt, «die 
durch Titration und den Vergleich mit den Leitfaihigkeitswerten von 
Kohlrausch definiert wurde. Im folgenden (Tabelle XXII) sind neben 
der analytischen molaren Konzentration die gemessenen Aktivitaten 
verzeichnet. Ihre Werte zeigen, daB in 1,33 . 10~? mol. nicht einmal 
das erste H-Ion vollstandig dissoziert oder aktiviert erscheint, und daB, 
wie allgemein angenommen, in dieser und den héheren Konzen- 
trationen nur die Dissoziation als einbasische Siure in H” und H, PO; 
gerechnet werden mu8. Berechnet man das Verhaltnis der gemessenen 
Aktivitét zur Molaritét, so erhilt man Aktivititskoeffizienten (im 
weiteren Sinne), deren fiir eine einbasische Saéure betrichtliche Abnahme 
mit der Konzentration anzeigt, da®B hier schon fiir das erste H ein 
mittelstarker Elektrolyt mit einem Dissoziationsgleichgewicht vorliegt. 
Die ermittelten Aktivitaétskoeffizienten stimmen recht gut mit den 


Leitfahigkeitkoeffizienten iiberein, so daB der Quotient 


i praktisch 
a 

gleich 1 gesetzt werden kann. Fs kénnen demnach aus den H-Be- 
stimmungen im Siure-EiweiBgemisch die Leitfahigkeit der freien 
Siure kj, po, und aus der gemessenen Leitfihigkeit k" die Differenz 
u" = BF — ki. po, d.i. die Leitfahigkeitskurve des Proteinsalzes, 
abgeleitet werden. 
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Im folgenden seien zunichst in Tabelle XXII die Bestimmungen 
an der reinen H,PO, wiedergeben. 








Tabelle XXII. 
H,PO,. 
q > 1 

mi,Po, *=EMKinVolt pal, aly fa' ‘ie , 
0,0022 0,4389 2.6747 2,11 .10-5 0,959 0,806 
0,0044 0.4285 2.4957 3,19. 10-4 0.725 0,704 
0,0089 0.4167 2.2926 5,11. 10-° 0,630 0,625 
0,0133 0,4083 2.1480 7,12 .10-8 0,535 — 
0,0178 0.4022 2,0418 9.10. 10-° 0511 

0,0220 0.3971 19552 1,11. 10-2 0,505 

0,0400 0,3834 1.7194 1,91 .10-? 0,478 

0,0533 0,3765 1.6006 2,51 . 10-3 0,471 


In der nachsten Versuchsreihe (Tabelle X XIII) sind die Aktivitaten 
a; und Leitfahigkeiten k'' der Phosphorsiure-EiweiBmischung, sowie 
die abgeleiteten Leitfihigkeiten des Proteinsalzes allein k'' fiir 
1,01 proz. Ovalbumin angefiihrt. 


Tabelle XXIII. 
1,01 proz. Ovalbumin + H,PO,. 








H, PO 7 = EMK in Volt pay ayy k" ab 
0,0022 0,4950 3,6403 229.10-4 180.10-* 211.10 
0,0044 0,4660 3,1412 7,22". 10-4 4,52 . 10-4 1,78 . 10-4 
0,0089 0,4352 26110 245.10-5 1,11. 10-4 -- 
0.0133 0.4240 24183 382.10-' 175.10-% 3,00. 10- 
0,0178 0,4138 2,2427 | 5,72.1075 2,32.10-3 — 
0,0220 0,4080 2.1429 7,20.10-% 288.10-3 14 .10-4 
0,0400 0,3913 1,8555 1,40. 10-? 5,12. 10-5 24 .10-5 
0,0533 0,3847 1,7418 1,81 .10-? 6,89 . 10-5 20 .10-5 
Tabelle XX IIla. 
1,01 proz. Ovalbumin + H, PO, Viskositat. 
mu, PO, 0,0000 0,0133 0,0220 0,0400 0,0533 
eee 626 642 642 641 640 
=n 1,028 1,054 ' | .1,054 1,053 1,051 


to 
{ 


Man darf nach den friiher mitgeteilten Beobachtungen annehmen, 
da8 sich beim Proteinsalz in der Leitfahigkeitskurve k'' auch der 
allgemeine Gang seiner Aktivitét gut wiederfindet, so daB in Fallen, 
wo eine Bestimmung von a’ nicht méglich ist, die k''-Werte einen 
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guten Anhalt fiir den Verlauf der Aktivitét geben. In der beistehenden 
Abb. 17 sind die k''-Werte von Proteinchlorid-Sulfat und -Phosphat, 
letztere auf die Konzentration m bezogen, dargestellt. Zum Vergleich 
sind die Viskosititskurven der drei Siure-Proteinmischungen fiir 
1,01 proz. Ovalbumin daneben gesetzt (Abb. 18). 








ay 
Ov, 
2) *%, 
My Wy 
Viskosytaten v. #% Ovalb 
ries cs ee 


~ is 
> 2, | ‘ 
4 On +o" ‘. 
on “4, 50, 
POs 








2 J 007 
nm ACI uw My SOs 
m 4, P04 


Abb. 17. Abb. 18. 


m My PO, 


Die Ubereinstimmung des Ganges der Konduktivitat (Aktivitat) 
und Viskositét tritt darin deutlich zutage. 

Uber die Proteinsalzbildung mit verschiedenen Siuren sind nach 
den alteren Versuchen von Pauli und M. Hirschfeld *) in neuerer Zeit 
Versuche von J. Loeb*) gemacht worden, denen er eine grundsiitzliche 
Wichtigkeit zuschreibt. Danach fiihren aquivalente Mengen von HCl und 
H, SO, sowie aquimolare von H,PO, zu dem gleichen p, bei Zusatz zu 
derselben Menge von Albumin. Daraus wird geschlossen, da8 sich hier 
die gleichen Mengen Proteinsalze gebildet haben. Damit soll erst der 
Beweis fiir die rein chemische Natur der Proteinreaktion mit Saéuren 
erbracht sein. Nach diesen Versuchen wiirden im Saure-Eiweiigemisch 
in den angefihrten Fallen bei dem Siéurezusatz n die Menge des ge- 

! 


1 
ay 


bildeten Proteinsalzes, das sich aus n — —, berechnet, gleich sein miissen. 


a' 
Da nun » und die H-Aktivitat aj; bei diesen drei Siuren in Loebs An- 
ordnung gleich angegeben werden, so kénnte dies nur bei gleichem 
Aktivitatskoeffizienten dieser Siuren stimmen. Nun sind diese in 
Wirklichkeit ungleich, daher kann der Satz von Loeb theoretisch nicht 
zutreffen, er wird nur in sehr niedrigen Konzentrationen und infolge 
der ungenauen Methodik annahernd stimmen, soweit hier die fa-Werte 
der verschiedenen Siuren noch wenig von | abweichen. Irgend eine 
besondere prinzipielle Beweiskraft fiir die langst auf Grund der Bindungs- 
verhaltnisse angenommene chemische Natur der Saure-Proteinkombina- 
nationen kommt dem kleinen Ausschnitt aus den Erfahrungen in den 
Loebschen Versuchen nicht zu. Auch die schénen Untersuchungen 
von Hoffman-Gortner (|. c.) an Protein-ionen sprechen in dem gleichen 
Sinne wie unsere Ergebnisse. 


1) Diese Zeitschr. 
*) L.e., Das kolloidale Verhalten der Proteine, J. Springer, 1924. 
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ziationskonstante, 


sollen 


werden. 
zugleich ein solcher mitgeteilt. 


genau. 
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VII. Optische Drehung der Siureproteine. 
Im Jahre 1910 haben Pauli und M. Samec!) mitgeteilt, daB das 
Seralbumin bei der Bildung von Salzen mit Saiuren und Basen eine 
oft betrichtliche Erhéhung seiner optischen Drehung erfihrt. Diese 
ist bei verschiedenen Basen im allgemeinen abhingig von ihrer Disso- 
bei verschiedenen Sauren in charakteristischer 
Weise von der Natur des Anions, ohne erkennbaren direkten Zusammen- 
hang mit der Wertigkeit und Saurestirke, bestimmt, und zwar in ganz 
aihnlicher Weise wie die Reibungserhéhung, nur kommt es bei der 
Drehung nicht zu einem Abfalle mit steigendem Séurezusatz. Hier 
zunaichst die Verhiltnisse beim Albuminchlorid betrachtet 
Da Versuche mit reinstem Seralbumin nicht existieren, sei 


Die Bestimmungen sind anfangs mit einem kleineren, spiter mit einem 
groBen Apparat von Schmidt und Hdnsch und einem spektralen Mono- 
chromatisator ausgefiihrt, die einzelnen Ablesungen auf mindestens 0,01° 


Tabelle XXIV (Seralbumin + HCl), ajpjo (Abb. 19). 
Optisches Drehungsvermégen I proz. Seralbumin + HCl. Temp. = 20°C. 





"HCI 


0,00 
0,664 


0,01 
0,892 


























| 1% S eraloymin _ aw 
I i rm 065 
os 7 2 J s00% 5 
Abb. 19, 


schon 


auf Grund 


0,02 0,03 0,04 | 0,05 
0,946 0.948 0.955 0,945 


Wie die Abb. 19 anschaulich vor- 
fiihrt, welche zum Vergleich das m4», c; 
wiedergibt, besteht eine befriedigende 
Ubereinstimmung im _ allgemeinen 
Gange der Drehungssteigerung von 
Seralbumin mit der  Proteinsalz- 
bildung, nicht aber, wie bei der 
Viskositat, mit dem Gange der 
Aktivitét *). Diese Beziehung war 


der ilteren Messungen fiir die Salzbildung 
beim Albuminchlorid abgeleitet worden. 

Analoge Untersuchungen, welche den Vergleich von optischer 
Drehung und physikalisch-chemischen Eigenschaften anstreben, scheinen 


1) Diese Zeitschr. 62, 245, 1914. 

*) Ein Vergleich mit dialysiertem 1,043 proz. PB-Serum in dem Versuch 
von Pauli-Samec (l.c.) zeigt, daB dieses mit 0,05 n HCl eine Drehungs- 
steigerung um 0,53° erfahrt, waihrend unser reinstes Seralbumin von der- 
selben S-Konzentration nur um 0,29° erhéht wird. Dieser Unterschied 
mu8 wohl. der starken Globulinbeimengung in den Adlteren Versuchen 
zugeschrieben werden. 
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bei den Salzen des Ovalbumins nicht ausgefiihrt worden zu sein. Sie 
zeigen hier ein in jeder Hinsicht vom Seralbumin verschiedenes Bild. 


Tabelle XXV. 
Optische Drehungen. Temperatur = 20°C. 





Nor 20° 20°. 429 20°. 20° 
malitat ay V-\proz. | @) v.2,32 proz. a), Y-1 proz «np 


der Saure || Ovalb. + HCI Ovalb. + HCI Ovalb. + Hy SO, Ovalb. + H, SO, 


v. 2,32 proz 


1 
mH. PO, 


0,000 0,37° 0,85° 0,374° 0,85° 0,0022 
0.005 041° 0,89° 0,415° 1,00° 0.0044 
0.01 0,38° 088° 041° 089° 0,0133 
0.02 0,376° 092° 0,40° 0,83° 0.0220 
0.03 035° = 0,36° 082° 0,0400 
0.04 041° 086° 0,42° 0,804° 0.0533 
0.05 0,38° 1,12° 0,36° 0,82° —- 





Wie die zugehérige Abb. 20 ““[ 7 


erkennen 1la6t, besteht nur eine oe | 258% Ouattelenie 
sehr geringe, unregelmaBig, aber re- | Let 
produzierbar verlaufende Drehungs- 
beeinflussung durch die Salzbildung 
beim Proteinchlorid, die  keinerlei 
Beziehung zum Gange der letzteren, 
also der H-Bindung erkennen |aBbt. 
Der Unterschied gegen Seralbumin 
wird auch erkennbar, wenn man das 
Verhalten gegen H,SQO, vergleicht, 
das beim 1,01 proz. Ovalbumin mit 
dem gegen HCl in bezug auf die Drehung iibereinstimmt, waihrend 
es beim Seralbumin bei beiden Sauren einen gewaltigen Unter- 
schied zuungunsten der Schwefelséiure aufweist. In hédheren Ov- 
albuminkonzentrationen (2,32 proz.) zeigte die H,SO, in 0,005n ein 
kleines Maximum, dann Abfall der Drehung bis zur Konstanz von 
0,02 n an. In niederer Konzentration des Eiweibes riickt das niedrigere 
Maximum gegen 0,0025n. Ein flacheres Maximum der Drehung tritt 
bei Phosphorséure auf. Die beim Seralbumin erkennbaren Beziehungen 
zwischen Drehung und Viskositat in verschiedenen Saéuren finden sich 
beim Ovalbumin nicht. Die Beobachtungen bediirfen noch weiterer 
Erganzung. 








2 3 
Abb. 20. 


VIII. Zusammenfassung. 


Sobald man, wie dies in den hier mitgeteilten Untersuchungen 
geschieht, Kombinationen von EiweiS mit Siure in gréBerer Konzen- 
tration betrachtet, in denen also ein merklicher Uberschu8 der Saure 
neben dem gebildeten Proteinsalz vorliegt, dann muf im Sinne der 
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neuveren Theorie die Trennung der betreffenden Abweichungs- 
koeffizienten /,, /,,, {, vorgenommen werden. Das ist in unseren Ver- 
suchen fiir die Aktivitét und die Leitfahigkeit geschehen und die Be- 
rechnung z. B. fiir die Kombination HCl und Albumin zeigt, daB ohne 
Riicksichtnahme auf die Verschiedenheit von /, und /,, sehr erhebliche 
Fehler gemacht werden. 

Die Zugrundelegung des bekannten Schemas von Hardy-Pauli, 
welches im Gegensatz zu B. 7. Robertson die Reaktion der Eiweib- 
kérper mit Sauren nach dem Typus von Ammoniumsalzen COOHRNH, 
+ HCl— COOHRNH,.C!I darstellt, leitet notwendig zuder Annahme, 
daB die Proteinsalze mit Siuren gleich den Ammoniumealzen als starke, 
also im Sinne der Lehre von Bjerrum vollstandig dissoziierte Elektrolyte 
anzusehen sind. Diese Annahme fiihrt auch in der Tat zu einer in sich 
widerspruchslosen Wiedergabe der Versuchsresultate. In diesen konnte 
man mittels plausibler Voraussetzungen vorerst zu einer Bestimmung 
des maximal gebundenen H, also zur Kenntnis der Normalitat, und bei 
bekanntem Molekulargewicht der jeweiligen mittleren, sowie der maxi- 
malen Wertigkeit des Proteinions!) gelangen. Diese Berechnung war 
nur beim Ovalbumin unter Zugrundelegung von Sérensens Bestimmungen 
seines Molekulargewichtes mit rund 40 fiir die maximale Wertigkeit 
des Proteinions im Chlorid méglich. Berechnet man nach den vor- 
liegenden Angaben von Osborne und Harris sowie von W. Hausmann *), 
die den Diamino-N des kristallisierten Ovalbumins mit 3,3 bzw. mit 
3,2 Proz. des Gesamtstickstoffs beziffern, unter der Annahme, daB die 
Hialfte des Diamino-N zur Verkettung dient, den Rest als seiten- 
stindigen N, so wiirden rund 39 seitenstindige Diamino-N auf ein 
Molekiil Ovalbumin kommen, in auffallend naher Ubereinstimmung 
mit der von uns gefundenen maximalen Wertigkeit 40 des positiven 
Albuminions. 

Ferner konnte die Aktivitit (in bezug auf die Chloricnen) und 
die Konduktivitit des Proteinsalzes in seiner Mischung mit Saure 
abgeleitet werden. Als wichtigstes Resultat diecer Bestimmungen und 
Ableitungen kénnen die folgenden Satze betrachtet werden: 

1. Die Aktivitét des Proteinsalzes geht mit steigencem Saure- 
zusatz durch ein Optimum, um dann schlieBlich stark abzufallen. 

2. Die Konduktivitaét ces Proteinsalzes zeigt denselben Gang 
wie die Aktivitiét mit Maximum und Abfall im SiaureiiberschuB. Die 


1) Einen* interessanten und geistvollen Versuch zur Berechnung der 
mittlerén Wertigkeit der Protein.ionen aus dem py hat K. Linderstroem-Lang 
(C. R. Labor. Carlsberg 15, Nr. 7, 1924) ausgefiihrt und zur Verwertung 
der bekannten Versuche S. P. L. Sérensens am Eialbumin benutzt. 

2) Vgl. Plimmer-Matula, Die chemische Konstitution der Eiwei®- 
kérper. 8.64. Dresden, Theodor Steinkopff, 1914. Daselbst Literatur. 
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K- und A-Kurve des Proteinsalzes liegen unter den gemachten An- 
nahmen fiir die Proteinionenbeweglichkeit sehr nahe beieinander. 
Die erstere etwas oberhalb der letzteren. 

Die Untersuchung der Viskositit gab einen iibereinstimmenden 
Gang der Viskositits- und Aktivititskurve. Die Reibungserhéhung 
erscheint an die aktiven Proteinionen, die Abnahme der inneren 
Reibung an die fortschreitende Inaktivierung gebunden. 

Aus diesen Beobachtungen ist zu entnehmen, daB eine charak- 
teristische physikalisch-chemische Eigenschaft des Proteinsalzes, die 
Aktivitait, mit steigendem Saurezusatz durch ein Optimum geht und 
darauf wieder absinkt Damit erscheint zugleich der Gang einer anderen 
physikalischen GréBe, der Viskositat, bestimmt. Daesin unseren Lésungen 
ausschlieBlich frei diffusible Ionen gibt, so fehlt die Grundbedingung fiir 
ein Donnansches Verteilungsgleichgewicht derselben. Auf ein solches hatte 
jedoch Loeb die charakteristischen Kurven derViskositat bezogen, die den 
gleichen Gang zeigen wie der osmotische Druck beisteigendem Siurezusatz. 
Loebs Berechnungen der osmotischen Drucke auf Grund des Donnan- 
schen Gleichgewichtes geben ahnlich verlaufende, wenn auch mit einem 
bestimmten Gang von den gemessenen abweichende Werte. Dies beruht 
auf der passenden Wahl der GréBe z fiir die ,,mit dem ionisierten Protein 
verbundenen Cl-Ionen“. Eine korrekte Berechnung miiBte zunichst 
fiir die Gleichgewichte die Aktivitaiten und fiir die Berechnung des 
osmotischen Effektes die osmotischen Koeffizienten einfiihren. Aber 
das ganze Gebiet des osmotischen Druckes der Kolloide mu8 auf eine 
neue Grundlage gestellt werden durch den Nachweis des Hammarsten- 
Effektes') bei starken Volumdifferenzen der Ionen, wodurch der osmotische 
Druck (bestimmt durch A, also ohne Donnan-Effekt) sogar unter die 
meBbare Aktivitat der kleinen Ionen sinken kann. Es ist nach unseren Er- 
gebnissen auch fraglich geworden, ob nicht auch der Versuch von Procter 
und Wilson (l.c.) die Quellungsvorgiinge des Glutins in Siure aus 
Donnan-Gleichgewichten zu erkliren, von denen Loebs Vorstellungen 
ihren Ausgang genommen haben, wie wir glauben méchten, nur einen 
sekundiren Vorgang zum Fundament ihrer Theorie macht. 

Nach unseren Versuchen ist wohl die physikalisch-chemische 
Anderung des Proteinsalzes selbst mit ihrem charakteristischen Gange 
in den Mittelpunkt zu stellen. Dadurch werden die davon abhangigen, 
wenn man will kolloidalen Eigenschaften von jedem Donnan-Gleich- 
gewicht losgelést, wie dies auch nach den Bedingungen ihres Auftretens 
bei vollistandig frcier Diffusibilitét aller vorhandenen Ionen der Fall 
sein muB. Dér Gegensatz zu den Anschauungen Loebs wird am besten 
durch die Zusammenfassung seines Standpunktes im Vorworte seines 


1) Diese Zeitschr. 144, 383, 1924. 
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Buches gekennzeichnet. ,,Es wird in diesem Buche der Nachweis 
gefiihrt, daB diese kolloidalen Eigenschaften der EiweiSkérper sich 
auf einen bestimmten elektrostatischen Gleichgewichtszustand zuriick- 
tiihren lassen, der ensteht, wenn die groBen EiweiBionen nicht imstande 
sind, durch Membrane und Gele zu diffundieren, welche fiir kleine 
kristalloide Ionen leicht durchgiingig sind.“ 

Im wesentlichen unterscheiden sich die in unseren Ausfiihrungen 
vertretenen Anschauungen von den Adlteren auf Grund der klassischen 
Dissoziationstheorie entwickelten Vorstellungen Paulis darin, daB 
nunmehr an die Stelle der Ionisationszuriickdrangung die Inaktivierung 
tritt, wie dies dem ganzen Zuge der heutigen Entwicklung der Lehre 
von den starken Elektrolyten entspricht. Zwischen Inaktivierung 
und Bildung einer festen Assoziation wird ein stetiger Ubergang an- 
zunehmen sein, was auch N. Bjerrum in seiner programmatischen 
Arbeit am Chromoxydsol!) tut, und so sehen wir in der Tat in 
unseren Versuchen die Inaktivierung zeitlich in die EiweiBfaillung 
im SaureiiberschuB tibergehen. Es wire aber nicht den Tatsachen 
entsprechend, in unserem Falle in der Inaktivierung mehr als eine 
der Voraussetzungen fiir die Fallung zu erblicken. Uber den Eintritt 
der letzteren entscheiden namlich nicht allein die physikalischen 
Bedingungen der Inaktivierung. Die einbasische Trichloressigsiure 
ist der Salzsiure in bezug auf die EiweiBflockung weit iiberlegen, 
wiahrend die gleichfalls einbasisch funktionierende Orthophosphor- 
siure viel stairker als HCl inaktiviert, ohne deren Fallungsvermégen 
selbst in der mehrfachen Konzentration zu erreichen. Diese Beispiele 
lieBen sich leicht vermehren, und sie zeigen, da8 hier konstitutive 
Anderungen im EiweiSmolekiil, wie vor allem Umlagerungen, mit- 
wirken kénnen, die sich auch im Gange der optischen Aktivitat 
sowie in der verschiedenen Reversibilitat der Saiurefallungen auspragen. 
Diese Verhiltnisse, die einer weiteren Priifung unterzogen werden, und 
die auch durch die konstitutiven Arbeiten an Proteinen in den letzten 
Jahren, insbesondere von N. Troensegaard und M. Bergmann, eine 
neue Beleuchtung erfahren, darf auch eine Untersuchung der Protein- 
salze vom physikalisch-chemischen Standpunkte nie aus dem Auge 
verlieren. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 110, 656, 1924. 





Die schnellste Mikromethode der Stickstoffbestimmung. 


Von 
A. Kultjugin und E. Gubareff. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Staatlichen Universitat 
Saratow.) 


(Eingegangen am 21. August 1925.) 


Die Bestimmung des Stickstoffs in sehr kleinen Mengen ist fiir 
Biologen und Kliniker bei den oft recht kleinen Mengen Versuchs- 
materials, wie z. B. Blut, von ganz besonderem Interesse. In neuerer 
Zeit sind verschiedene Modifikationen des Mikrokjeldahls aufgetaucht, 
wie Bang (1), Wong (2), Gradwool und Blaivas (3), Acél (4) u.a. Die 
Methode von Acél ist wohl als die einfachste in bezug auf die Apparatur 
und Schnelligkeit der Ausfiihrung zu bezeichnen. Bei naherer Priifung 
dieser Methode zeigte sich jedoch eine wesentliche Fehlerquelle; 
Parallelversuche ergaben recht verschiedene Werte. Bei Bestimmungen 
mit Lésungen bekannten Stickstoffgehalts von Harnstoff und Alanin 
konnten wir fiir gewéhnlich einen Verlust an Stickstoff feststellen. 
Dieses Defizit konnte durch die Verainderung der Veraschungsdauer 
nicht giinzlich vermieden werden. 

Nach unserer Annahme konnte dieses Defizit entweder durch 
mangelhafte Veraschung (zu kurze Verbrennungszeit), oder durch 
Zersetzung und Verlust an Ammonsulfat (bei liangerer Verbrennungs- 
dauer) entstehen. 

Eine Zersetzung von Ammonsulfat beim Arbeiten nach Acél konnte 
von uns wirklich durch folgenden Versuch festgestellt werden. Das 
Veraschungsrohr wurde mit einem durchbohrten Kork verschlossen; 
durch den Kork fiihrte ein diimnes Rohr, dessen ausgezogenes Ende 
in verdiinnte Schwefelsiure tauchte. Schon nach 2 bis 3 Minuten 
langer Verbrennung des Ammonsulfats konnte in der auffangenden 
Schwefelsiure mit Nesslers Reagens Ammoniak nachgewiesen werden. 
In der Kontrolle — Verbrennung der Schwefelsiure ohne Ammon- 
sulfat — wurde kein Ammoniak gefunden. 

Der Verlust an Ammonsulfat beim Arbeiten nach Acél wurde 
quantitativ in folgender Weise verfolgt. In vier Jenaer Reagenzglaser 
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wurden zu je 0,5ccm Ammonsulfatlésung (entsprechend 0,0352 mg N) 


abgemessen, 0,5ccm konzentrierter Schwefelsiure zugegeben und 
bei verschiedener Zeitdauer verascht. Die Resultate sind aus Tabelle I 
zu ersehen. 





Tabelle I. 
Veraschungs- Stickstoff in mg Stickstoffverlust 

Nr. dauer — : 

Minuten abgemessen gefunden mg Proz. 
1 0 0,0352 0,0352 0,0 0,0 
2 2 0,0352 0,0259 0,0057 16,2 
3 7 0,0352 0,0187 0,0165 46,9 
4 15 0,0352 0,0088 0.0264 76,3 


Inwiefern das Defizit an Stickstoff von ungeniigender Veraschung 
abhingt, ist aus Tabelle II ersichtlich. 


Tabelle 11. 








Veraschungs- Stickstoffgehalt, gefunden, in mg 

dauer - $$$ $$____— _——_— — - 
Minuten Harn Alanin Blutserum Milch 

0 0,0191 0,0015 0,0052 0,0033 
0,25 0.0227 0.0185 0.0171 0,0060 
0,5 0,0205 0,0225 0,0195 0,0080 

1,0 0,0186 0.0210 0,0185 0.0100 

2 0,0190 0,0164 0.0205 0,0095 

3 — _ — 0,0098 


Die Veraschungsdauer ist von dem Erscheinen der ersten Schwefel- 
siuredimpfe an zu rechnen, 


Diesen Versuchen ist also folgendes zu entnehmen: 


1. Bei verschiedener Veraschungsdauer werden  verschiedene 
Mengen Stickstoffs erfaBt. 

2. Diese Stickstoffmengen steigen bis zu eiaer gewissen Ver- 
aschungsdauer zu einem Maximum an, um dann wieder zu fallen. 

3. Bei einigen Stoffen, wie Harn und Alanin, wird dieses Maximum 
friiher, bei anderen — Blutserum und Milch — spiter erreicht. 

Die Méglichkeit der Beseitigung des genannten Fehlets in Acéls 
Methode sahen wir in der Anwendung eines ,,Katalysators“ bei der 
Veraschung; letzterer muBte nach unserer Annahme das durch un- 
geniigende Veraschung der stickstoffhaltigen Substanz einerseits und 
Verfliichtigung des Ammoniaks andererseits entstehende Stickstoff- 
defizit vermindern. Um dabei eine Hinzufiigung neuer Reagenzien zu 
umgehen, entschlossen wir uns, als ,,Katalysator‘ Wasserstoffsuper- 
oxyd zu erproben. Es wurden daher die Stickstoffbestimmungen in den 
zur Aufstellung der Tabelle II gebrauchten Lésungen mit Wasserstoff- 
superoryd wiederholt. Die Resultate sind in Tabelle III verzeichnet. 





~* 
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Tabelle 111. 











Veraschungss Stickstoffgehalt, gefunden, in mg 
dauer RES 2D OD as 
Minuten Harn Alanin Blutserum Milch 












0 0,0290 0,0260 0,0165 0,0078 






0,25 0,0290 0,0275 0,0222 0,0113 
05 0,0260 0,0273 0,0225 0,0099 
1,0 0,0180 0,0260 0,0200 0,0105 
2 0,0113 0,0141 0,0131 0,0107 
3 -— —- — 0,0080 








Vergleicht man Tabelle II und III, so sieht man, da’: 
1. Bei Veraschung mit Wasserstoffsuperoxyd das Maximum an 
Stickstoff schon nach 15 Sekunden erhalten wird; 

2. Die Bestimmungen mit Wasserstoffsuperoxyd ergeben héhere 
Zahlen als ohne Anwendung desselben. 

Um die bei mit Wasserstoffsuperoxyd notwendige Verbrennungs- 
zeit genauer zu bestimmen, wurden Harnstoff-, Alanin- und Casein- 
lésungen innerhalb 15, 30 und 45 Sekunden verascht. Die aus vielfach 
wiederholten Versuchen erhaltenen relativen Stickstoffmengen sind 
in Tabelle IV angefiihrt. 











Tabelle IV. 











Casein 






Harnstoff Alanin 






Sek. 45 Sek 15 Sek 3 Sek. 45 Sek. 





15 Sek Sek. 45Sek. 15 Sek. 








100 91,2 91,0 100 97,1 95,5 100 100,7 | 97,9 Proz. 











Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, wird das Maximum an Stick- 
stoff bei einer Veraschungsdauer von 15 Sekunden erreicht. Dank 
diesem Umstande ist es méglich, die Veraschungen in gewéhnlichen 
Reagenzglasern vorzunehmen. 
Bei paralleler Veraschung mehrerer (vier) Proben ein und der- 
selben Lésung ergeben sich Differenzen von héchstens 6,0 Proz. 
Um nun auch die mittlere Abweichung der erhaltenen Werte von 
der wirklichen zu ermitteln, wurden Lésungen von Harnstoff, Glykokoll 
und Asparagin (Kahlbaum) mit bestimmtem Stickstoffgehalt her- 
gestellt und verascht. Die Resultate sind in Tabelle V wiedergegeben. 
Was die Ausfiihrung der Stickstoffbestimmung unier Verwendung 
von Wasserstoffsuperoxyd anlangt, so sind wir nach vielfachem Herum- , 
probieren zu folgender Modifikation von Acéls Methode gekonimen. 
In ein gewéhnliches Reagenzglas (180 x 18mm) werden 0,5 cem 
der zu untersuchenden Lésung abgemessen (Stickstoffgehalt etwa 0,02 bis 
0,05 mg) und 0,05 cem konzentrierter Schwefelsaure hinzugegeben. Uber 
einer Mikroflamme wird das Wasser verdampft bis zum Erscheinen 
Biochemische Zeitschrift Band 164 29 
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Tabelle V. 

Stickstoffyehalt ae 
ai iebesi Fehler Fehler 

abgemessen gefunden 
mg mg mg Proz. 
Asparagin. ... 0,0404 0,0425 0,0021 + 5,2 
a canis 0,0326 0,0345 0,0019 + 58 
Harnstoff .... 0,0245 0,0255 0,0010 +45 
» - . 0,0340 0,0340 0,0 0,0 
Glykokoll . ... 0,0225 0,0207 0,0018 — 80 
a % 0,0245 0,0237 0,0005 — 2,1 


r 


von Schwefelsiuredimpfen. Nach einer sehr kurzen Abkiihlung werden 
0,03 cem Perhydrol hinzugefiigt, das Reagenzglas wird wieder erwirmt 
und nach Wiedererscheinen der Schwefelsiuredimpfe noch weitere 15 Se- 
kunden erhitzt. Nach dem Erkalten des Reagenzglases werden 15 ccm 
doppeltdestillierten Wagsers und 0,3ccm einer 50 proz. Natriumhydroxyd- 
lésung hinzugegeben und gut durchgeschiittelt. Zum SchluB werden 
nun 0,5 cem des Nessler-reagens hinzugegeben und wieder geschiittellt. 
Dann wird zur kolorimetrischen Bestimmung des Stickstoffs geschritten. 
Zu diesem Zwecke wird in das Kontrollglas (vorangehende Veraschung 
der Schwefelsiure und Perhydrol ohne zu untersuchende Substanz 
im Reagenzglas desselben Durchmessers) aus einer Mikrobiirette nach 
und nach die Standardlésung (Ammoniumchloridlésung mit einem 
Gehalt von 0,05 mg Stickstoff im Kubikzentimeter) hinzugegeben, bis 
die Farbe des Kontrollglases ihrer Intensitaét nach der Farbe des Reagenz- 
glases mit der veraschten Substanz gleichkommt. Die Menge der 
zugefiigten Ammoniumchloridlésung in Kubikzentimetern, multipliziert 
mit 0,05, ist gleich der Menge an Stickstoff in Milligrammen auf 0,5cem 
der zu untersuchten Substanz bezogen. 

Von der Anwendung der Seignettesalzlésung sind wir im Verlauf 
der Arbeit abgekommen. 

Die Kolorimetrierung kann man auch im Autenriethschen Kolori- 
meter ausfiihren. In diesem Falle ist die Bestimmung des Ammoniaks 
in der Kontrollprobe unbedingt nétig, da Perhydrol meistens Stickstoff 
enthalt. 


Zusammenfassung. 


1. Beim Arbeiten nach Acéls Originalmethode wird nicht aller 
Stickstoff bestimmt. 

2. Das Stickstoffdefizit kann zwei Griinde haben: Ungeniigende 
Verbrennung bei zu kurzer, und Entweichen des Ammoniaks bei zu 
langer Veraschungszeit. 

3. Der Stickstoffverlust kann durch Anwendung von Wasserstoff- 
superoxyd vermieden werden (sehr kurze Veraschungszeit). 
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4. Die Methode mit Wasserstoffsuperoxyd gibt genauere Resultate 
als ohne Wasserstoffsuperoxyd. 

5. Bei Stickstoffbestimmungen in genau zubereiteten Lésungen 
von Harnstoff, Alanin und Asparagin betrug der mittlere Fehler an 
4- 4,3 Proz. 

6. Die Veraschung unter Anwendung von Wasserstoffsuperoxyd 
kann in gewéhnlichen Reagenzglisern vorgenommen werden, was fiir 
die Handlichkeit dieser Methode jedenfalls nicht ohne Belang sein diirfte. 


Literatur. 


1) J. Bang, Mikromethoden der Blutuntersuchungen. 2) Wong, 
The journal of biologic. chemistry 55, 431, 1923. 3) Gradwool and 
Blaivas, The journ. Amer. med. assoc. 67, II, 809, 1916. 4) D. Acél, 
diese Zeitschr. 121, 120, 1921. 








Zur Frage iiber die Isolierung der Perhydridase 
(Schardinger-Enzym) der Milch. 


Antwort an die Herren Hepkins und Dixon. 


Von 
B. Sharsky. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 21. August 1925.) 


F.Gowland Hopkins und M. Dixon veréffentlichten kiirzlich in 
dieser Zeitschrift (1) eine Notiz, worin gegen unsere an derselben Stelle 
erschienene Arbeit (2) Einwinde erhoben wurden. Die Entgegnung 
von Hopkins und Dizon enthalt MiBverstindnisse und erfordert eine 
Richtigstellung. 

1. Hopkins und Dixon stellen nicht in Abrede, daB wir eine neue Me 
thode zur Herstellung der Oxydoredukase angegeben haben, fiigen abe: 
hinzu: ,,Tatsichlich liefern beide Methoden Praparate von angenahert 
gleicher Aktivitét, und zwar aus dem einfachen Grunde, weil in beiden 
Fallen mit der Caseinfaillung die ganze in der Milch vorhandene Enzym- 
menge niedergerissen wird (l.c., S.483).‘* Dieser Einwand ist nicht be- 
weisend. Es ist wohl méglich, daB bei der Methode von Dizon und Thurlow. 
ebenso wie bei unserer, das Ferment vollstandig abgeschieden wird: die 
ganze Frage besteht aber darin, in welcher Menge Trockensubstanz dieses 
Ferment sich vorfindet. Bekanntlich pflegt man ein Ferment als desto 
aktiver zu bezeichnen, je geringer die Menge Trockensubstanz ist, welche 
man zur Reaktion nehmen muB. In unserer Arbeit gaben wir stets sowoh! 
die Ausbeute des Praparats an, als auch die Menge der Substanz, welche 
zur Reaktion verwendet wurde. Bei Dixon und Thurlow vermissen wir dieses 
leider. Sie erwahnen éfter 5ccm der Fermentlésung: wir suchten aber 
vergebens irgendwelche Angaben iiber den Gehalt dieser Lésung. Nur 
an einer Stelle, wo von der Adsorption des Ferments durch Filtrierpapie: 
die Rede ist, findet sich eine quantitative Angabe: ,,Through it was 
filtered twice a solution of a very active caseinogen preparation containing 
15g in 30cem of p, 7,6 phosphate puffer. The filter-paper was then 
thoroughly washed with distilled water, dried in the vacuum desiccator 
and weighed. The increase of weight was 0,0012 g.*° 

Diese Zeilen veranlaBten uns zu der AuBerung, daB der Fermentgehalt 
in ihrem Praéparat: ,,so gering war, daB sie zur Ausfiihrung der Reaktion 
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nicht weniger als 1,5 g¢ Trockenpulver anwenden muBten (|. c¢., S. 486)" 
Hopkins und Dixon erwahnen dies folgendermaben: ,,Diese Angabe ent 
behrt véllig der Begriindung. Dixon und Thurlows Praparat war namentlich 
so aktiv, daB 1 bis 2 mg des Pulvers geniigten, um eine schnelle Entfarbung 
von Methylenblau in Gegenwart von Aldehyden oder Purinbasen herbei 
zufiihren (lL. ¢., S. 482).** Unsere Behauptung ist aber richtig, denn es waren 


gerade 1,5 g Trockenpulver nétig, wihrend auf dem Filter von diesen 1,5 g 
| bis 2 mg adsorbiert wurden. Dies bedeutet natiirlich nicht. .dabl 1 bis 
2mg des Pulvers geniigten*’ usw. 

2. Hopkins und Dixon schreiben weiter: ,,Sbarsky und Michlin ver 
merken, daB die reduzierende Kraft ihres Praparats 240mal gréBer war, 
als die der urspriinglichen Milch. Die Feststellungen, auf denen diese 
Behauptung basiert, lassen sich allerdings nur schwierig verfolgen, und aus 
ihren Daten wiirde sich der Wert 24 als der genauere ergeben.** Eine ein 
fache Rechnung zeigt die Richtigkeit unserer Zahl: 1g unseres Praparats 
gab 0,6520 N,O, und leem (etwa 1g) Milch 0,0027 N,O,; wir haben 
somit 0.6520 : 0.0027 240. ; 

3. Der Hinweis darauf, daB unser Praiparat Katalase und Peroxydass 
enthalt, ist nicht zutreffend. In unserer Abhandlung erwahnten wir zwar 
nichts davon, dag unser Prdparat frei sei von diesem Fermente. Bei dieser 
Gelegenheit méchten wir aber hinzufiigen, daB weitere Versuche dies wirklich 
zeigten. 

4. Uber die Nitratreduktions-methode zur Untersuchung des Ferments 
sei folgendes bemerkt: Wir verwandten sie zur quantitativen Untersuchung 
statt der Methylenblaumethode, auf deren Mangel wir in unserer Arbeit 
hingewiesen haben. Dagegen benutzten Diron und Thurlow die Nitrat 
reduktions-methode lediglich fiir qualitative Bestimmungen. Was die 
Nitratmethode selbst betrifft, so ist sie weder von uns, noch von Diwon, 
sondern von Bach (3) ausgearbeitet worden, was wir in unserer Arbeit 
ebenfalls erwahnt haben. 


5. Hopkins und Dixon schlieBben folgendermaben: ,,Abgesehen von 
ihrer Methode der Enzymbereitung scheint die Mitteilung von Sharsky 
und Michlin nichts zu enthalten, was nicht bereits von den Cambridget 
Autoren dargelegt ist‘*. Nun war ja gerade das Ziel unserer Untersuchung 


nichts anderes, als eine solche Methode auszuarbeiten 

Das Urteil dariiber, ob die Herstellung des Priparats nach unserer 
Methode Vorteile bietet, iiberlassen wir denjenigen Forschern, welche 
sich weiter mit diesen interessanten Fermenten beschaftigen werden. 


Literatur. 


1) F. Hopkins und M. Dixon, diese Zeitschr. 159, 482, 1925 
2) Sbarsky und Michlin. ebendaselbst 155. 485. 1925 3) Bach. eben 


daselbst 31, 443, 1911: 38, 282, 1911: 38S, 154, 1912; 52, 412, 1913; 5s, 
205, 1914. 











Notiz iiber die Veraschung kleiner Substanzmengen. 


Von 
Otto Dafert. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 22. Auqust 1925.) 
Mit | Abbildung im Text. 
Aschenbestimmung. 

Zur Bestimmung der Asche in kleinen Substanzmengen eignen sich 
ungefahr 5g schwere Platinschilchen von 20mm Durchmesser und 
15mm Hohe sehr gut. Die Mikrotiegel nach Pregl!) (Durchmesser 
10mm, Héhe 14 mm) sind fiir Kérper, die sich beim Verkohlen stark 
aufblahen, wie z. B. die Kohlenhydrate,zu klein. Die Menge, die verascht 
werden muB, richtet sich naturgemaB nach dem Gehalt an Asche und 
nach dem Grade der Genauigkeit, der angestrebt wird. Da bei 10 mg 
Einwage 0,01 mg Asche 0,1 Proz. entspricht und die Mikrowage noch 
Tausendstel Milligramm zu schitzen gestattet, so findet man mit dieser 
Menge meist das Auslaugen. Am zweckmabigsten wird die Veraschung 
in einem elektrischen Tiegelofen vorgenommen. Je nach seiner Grébe 
kénnen drei und mehr Bestimmungen gleichzeitig durchgefiihrt werden 
Die Schalchen kommen dabei in entsprechend groBbe, runde Ausschnitte 
einer Platte, die im Innern des Ofens auf einem Drahtgestell aufliegt 
und aus Asbest oder einem anderen geeigneten Material besteht. Die 
Substanz wird am besten als Hiufchen in die Mitte des Schalenbodens 
gebracht, weil sie dann beim Verbrennen nicht mit den Schalen- 
wandungen in Beriihrung kommt. Das Erhitzen erfolgt bis zur Be- 
endigung der Verkohlung bei offenem Ofen, erst dann wird der Deckel 
aufgesetzt. Die Veraschung ist meist in verhaltuismabig kurzer Zeit 
vollstandig, bei schwer verbrennlichen Stoffen kann sie durch Zufuhr 
von Sauerstoff beschleunigt werden. Zum Bedecken der Schalchen 
dienen Deckel mit seitlichem, aufwarts gebogenem Griff, die sich auch 
von oben her leicht fassen lassen. Gute Dienste leisten diese Schalchen 
ferner zum Bestimmen des Gliihriickstandes in geringen Mengen von 


S. 160. 


') Die quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl., 1923, 
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Fliissigkeiten. z. B. von Blut oder Harn, da sie fast 5 cem fassen und 


das Abdampfen wegen der verhaltnismabig groBben Oberfliche rasch 
vor sich geht 


AufschluBgestell fiir nasse Veraschune. 


Das von Parnaf-Wagner') angegebene AufschluBgestell fiir die 


Mikrokjeldahlbestimmung hat verschiedene Nachteile. Zunichst liuft 


haufig kondensierte Fliissigkeit auben an den Eprouvettenwandungen 
herunter. Ferner sind die Eprouvetten nur mangelhaft befestigt, so 
daB der untere zu erhitzende Teil jeder Eprouvette in einer anderen 


Hohe liegt. Endlich besteht die Gefahr. dab, wenn Siedeverzug ein- 


tritt, ein Teil der Fliissigkeit herausgeschleudert wird. Die aus Abb. | 


ersichtliche Anordnung vermeidet diese Ubelstande nach Méglich- 


keit. Das Kondensat verbleibt im Rohre, weil die Riander der 
Offnungen nach innen gebértelt sind, die Kélbchen stehen fest und 


lassen sich doch leicht herausnehmen und einsetzen, und endlich 


schlieBt die Form und Lage der Ké!lbchen ein Herausspritzen fast vollig 


aus. Da kein Stativ und nur eine Schlauchleitung erforderlich ist 


nimmt die ganze Vorrichtung*) wenig Platz in Anspruch. 


*) Diese Zeitschr. 125 


2) Das AufschluBgestell wird von der Firma Paul Haack, Wien LX, 
Carelligasse 4, geliefert. 








Studien iiber die chemische Topographie des Gehirns. 


Il. Mitteilung: 


Die Lipoide und der Gesamtstickstoff der GroBhirnrinde des Menschen. 


Von 
Henriette Gorodisskay. 


\us dem = physiologisch-chemischen Laboratorium des Medizinischen 


Instituts zu Charkow.) 
(Eingeqangen am 10. Auaqust 1925.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


In einer Sitzung der anthropologischen Gesellschaft in Paris 
demonstrierte im Jahre 1861 Broca das Gehirn eines Menschen, der 
die Fahigkeit zu sprechen verloren hatte. In der dritten Stirnwindung 
der linken Hemisphiare fand sich eine Erweichung. Auf Grund seiner 
Beobachtungen kam Broca zu dem SchluB, daB im hinteren Drittel der 
unteren Stirnwindung der linken Seite sich das Zentrum fiir die buch- 
stabierende Sprache befinde, und sprach sich als erster dahin aus, dali 
verschiedenen Hirnabschnitten eine lokalisierte Funktion zukomme. 
Das kiihne Auftreten Brocas entzog der damals in der Wissenschaft 
festgelegten Anschauung von der Einheit der Funktionen des Gehirns 
den Boden. Flourens \ehrte, daB jeder Teil des GroBhirnes an dessen 
Tatigkeit gleichen Anteil nihme und daB die Entfernung eines beliebigen 
Teiles eine entsprechende prozentuale Schwachung aller seiner Funktions- 
iuBerungen zur Folge hatte. Mit dem Jahre 1870 beginnt eine neue 
Epoche der experimentellen Physiologie des Gehirns. Fritsch und 
Hitzig empfahlen als neue Methode die Untersuchung des Gehirns 
mit dem elektrischen Strom. Mit Hilfe dieser Methode gelang es mit 
Bestimmtheit die Existenz lokalisierter Felder zu zeigen, welche die 
Bewegung verschiedener Muskelgruppen auf der entgegengesetzten 
Kérperseite leiteten. 

Die Physiologen, die an Tieren arbeiteten, und die Kliniker, welche 
die Erscheinungen von Herderkrankungen des Gehirns beobachteten, 
schufen die Lehre von den Lokalisationen im Gehirn. Die Erforschung 
der feineren Anatomie des Gehirns durch die Arbeiten von Flechsig, Broa- 
mann und Vogt gab dieser Lehre eine materielle Grundlage, ein festes 
Fundament. Brodmann war der Anschauung, da®B der zellige Aufbau der 
ganzen Hirnrinde eine Reihe von Schichten vorstellt, die parallel zur Ober- 
flache verlaufen. Je nach der Lage der Zellschichten in der Ausdehnung 
der ganzen Rinde unterscheidet Brodmann 47 Typen, die an sich nur eine 
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verschiedene Differenzierung desselben  sechsschichtigen, embryonalen 


Grundtypus vorstellen. Jeder einzelne Schichtungstypus beschrankt sich 
auf einen bestimmten Abschnitt der Rinde und bildet ein sogenanntes 
..Rindenfeld*. Anatomisch verschiedene Rindenfelder fallen ungefahr 
mit bestimmten physiologischen Gebieten zusammen, d. h. mit den so- 
genannten psvchischen Zentren. 

Wiahrend die Physiologen und Morphologen schon lingst die Hirn- 
rinde als in eine ganze Reihe nach Struktur und Funktion geteilte 
Abschnitte anerkannten, beschrankt sich die Biochemie immer noch 
auf die Untersuchung der gesamten Hirnsubstanz oder die graue 
Substanz im ganzen genommen. Chemisch untersucht wurde graue 
und weibe Substanz, Rinde und Kerne, Kleinhirn, verlangertes Mark 
und Riickenmark, aber nirgends in der uns zuganglichen Literatur 
gelang es uns Hinweise auf Untersuchungen der chemischen Zusammen- 
setzung funktionell verschiedener Rindenabschnitte zu finden. Wiahrend- 
dessen ist das Gehirn ein Organ von auberst kompliziertem Bau, viel- 
gestaltiger Funktion, ein Ort unaufhérlicher, aller méglicher chemischer 
Reaktionen, Reaktionen von Spaltungen und Synthesen, und das 
Band zu finden zwischen psychischen Prozessen und themischen, die 
im Gehirn sich abspielen, die funktionelle Bedeutung der es aufbauenden 
chemischen Bestandteile aufzudecken, d.h. die Hauptaufgabe der 
Psychochemie zu lésen, das wire dann méglich, wenn es gelinge, das 
Band zu finden zwischen der Funktion eines jeden einzelnen Abschnittes 
des Gehirns und seiner chemischen Zusammensetzung, das Band 
zwischen einer bestimmten funktionellen Stérung dieses Abschnittes 
und der Verinderung im Gehalt und der Gruppierung der ihn zu- 
sammensetzenden Substanzen. Dieses Band |aBt sich nur nach sorg- 
faltigem Studium der topographischen Lagerung der chemischen 
Bestandteile im normalen, im pathologischen und experimentel! beein- 
fluBten Gehirn finden. 

Der zum Studium der Psychochemie bezeichnete Weg verlangt 
vorerst eine Antwort auf die Frage: Ist die chemische Zusammen- 
setzung der Rinde wirklich nicht iiberall gleich, sind funktionell ver- 
schiedene Rindenabschnitte auch hinsichtlich ihrer chemischen Bestand- 
teile einander nicht gleich ? Und wenn dies der Fall ist, worin besteht 
dann der Unterschied und ist er spezifisch ‘ Vorliegende Arbeit ist der 
erste Versuch, an die Lésung dieser Aufgabe zu schreiten. 

Insoweit es sich um die Frage nach der Méglichkeit einer Existenz 
der chemischen Topographie tiberhaupt handelt, mubten wir uns auf 
menschliches Material beschrinken. Das menschliche Gehirn ist am 
stiirksten differenziert, und daher war schon a priori zu erwarten, dab, 
wenn eine chemische Topographie der GroBhirnrinde — iiberhaupt 
existiert, diese am Menschenhirn am scharfsten zum Avsdruck kommen 
muBte. 
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Auf den Abb. | und 2 sind die Abschnitte der GroBhirnrinde ein- 
gezeichnet, die zur chemischen Untersuchung genommen wurden. Als 





Vorlagen dieser Abbildungen dienten die aus Raubers ,,Handbuch der 
Anatomie des Menschen‘* genommenen Abbildungen des Gehirns, auf 
welchen durch verschiedene Schraffierung einige von Brodmanns 
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Rindenfeldern eingezeichnet sind (die Nummerierung ist nach Brodmann 
beibehalten geblieben). Die weiBen Linien bezeichnen die Grenzen der 
zu den chemischen Untersuchungen genommenen Stiicke, und zwar: 


bh / 

E é 
S 
~~ 


1. Das obere Drittel des Gyrus centr. ant., das Gebiet der Be- 


wegungszentren, welches dem vierten Rindenzentrum Brodmanns 
. s 
entspricht (Abb. 1) 
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2. Das obere Drittel des Gyrus centr. post., das psychosensorische 
Gebiet, das Gebiet der Empfindungszentren des Muskelgefiihls, das 
dem ersten Rindenfeld Brodmanns entspricht. Hier liegen das erste und 
zweite Feld so nahe beieinander, da wir beim Nehmen von grauer 
Substanz aus diesem Abschnitt augenscheinlich auch Substanz von 
dem zweiten Felde nahmen (Abb. 1). 

3. Das Gebiet des Sehzentrums aus dem Cuneus. Die aus dieser 
Gegend genommene graue Substanz entspricht dem 17. und 18. Rinden- 
feld (Abb. 2). 

4. Das Gebiet der eigentlichen psychischen Funktionen, das Asso- 
ziationsgebiet der Rinde, und zwar das vordere Assoziationszentrum 
von Flechsig, das im vorderen Teile des Lobus frontalis gelegen ist. 
Dieser Abschnitt entspricht dem zehnten Felde Brodmanns (Abb. | 
und 2). 

Auf diese Weise kamen vier funktionell verschiedene Gebiete zur 
Untersuchung: Ein motorisches, das Sehzentrum, ein Abschnitt 
allgemeinen Gefiihis und ein mit der héchsten geistigen Tatigkeit 
verbundenes Gebiet. An jedem Gehirn untersuchten wir getrennt acht 
Abschnitte, vier von der linken Seite und die vier gleichnamigen der 
rechten Seite. Im ganzen kamen 40 menschliche Gehirne zur Unter- 
suchung, 24 minnliche und 16 weibliche, von 16 bis zu 72 Jahre alten 
Individuen. Zur Untersuchung wurden die Gehirne nicht spater als 
am niachsten Tage nach dem Tode genommen. 

Indem wir uns des Materials aus dem Kabinett fiir gerichtliche Medizin 
des Medizinischen Instituts bedienten (wofiir ich Herrn Dr. N. P. Rajewski 
meinen tiefsten Dank ausspreche), gelang es uns, fiir die Untersuchungen 
augenscheinlich Gehirne gesunder Leute zu erhalten, welche nicht an 
psychischen Stérungen litten und unerwartet unter Verhaltnissen zugrunde 
gegangen waren, die walirscheinlich keinen mehr oder minder bedeutenden 
EinfluB auf die chemische Zusammensetzung des Gehirns ausiiben konnten, 
z. B. Leute, die an SchuB- oder Stichverletzungen, an Verblutung, Herz- 
lahmung, AneurysmazerreiBung usw. umkamen. 

Als eine Besonderheit des Gehirns in chemischer Beziehung ist 
sein Reichtum an Lipoiden anzusehen, besonders beim Vergleiche mit 
anderen Organen; daher wurde in den ausgewahlten Abschnitten in 
erster Linie die Menge der lipoiden Bestandteile untersucht. Es wurde 
die Menge an Cholesterin, an Gruppen ungesattigter und gesattigter 
Phosphatide und Zerebroside, auBerdem des Gesamtstickstoffs bestimmt. 

Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes erfolgte kolorimetrisch nach 
Folin und Gulik an einem Ausschnitt grauer Rindensubstanz von 0,2 bis 
0,3g. Die Lipoide bestimmten wir nach der von uns anderenorts') be- 
schriebenen Methode, teilweise mit einigen Veriinderungen. Das Prinzip 
der Methode besteht in folgendem: 


') Diese Zeitschr. 159, 379, 1925 
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Die graue Substanz, die von einem bestimmten Abschnitte des Gehirns 
abgenommen wurde, wird in einer Reibschale verrieben und in diinner, 
gleichmaBiger Schicht auf ein Stiickchen Filtrierpapier aufgestrichen. 
Das Gewicht des Ausschnittes betrug fiir gewéhnlich 40 bis 60mg. Nach 
ihrer Trocknung im Exsikkator wird sie mit Aceton oder Petroléther und 
hernach mit Alkohol ausgezogen. In das Aceton geht das ganze Cholesterin 
der Hirnsubstanz iiber und wird hier kolorimetrisch bestimmt, wobei man 
sich des Kolorimeters von Dubosq bedienen kann, aber mit engen Zylindern, 
da die Menge der gefirbten Fliissigkeit im ganzen bloB 4 ccm betrigt. 
Der Petrolaither zieht alle ungesiittigten Phosphatide aus, deren Menge 
am bequemsten nach dem Phosphorgehalt dieser Fraktion zu bestimmen 
ist. An den ersten untersuchten Gehirnen vollzogen wir die Verbrennung 
der Lipoide in einem Tiegel, spaiter aber direkt in Probierréhrechen mit 
0,05 cem konzentrierter Schwefelsiure und darauffolgender Hinzufiigung 
von einem Tropfen Perhydrol. Auf den Petrolither folgte die Ausziehung 
des Gehirnstiickchens mit Alkohol, in dem die Cerebroside, die Sulfatide 
und gesittigten Phosphatide zur Lésung kommen, deren Mengenbestimmung 
durch Oxydation mit Chromlésung erfolgte. 

Inden unten gebrachten Protokollen wurde die Menge des Gesamtstick- 
stoffes und verschiedener lipoider Gruppen in Prozenten der frischen Sub- 
stanz berechnet und die der Lipoide auf 100 Einh. des Gesamtstickstoffs : 
auBerdem wurde das Verhaltnis zwischen der Menge P der ungesiattigten 
Phosphatide und den Lipoiden der alkoholischen Fraktion bestimmt. 

Der Gesamtstickstelf, 

Die Tabelle | zeigt in Prozenten der frischen Substanz den Gehalt 
an Stickstoff in verschiedenen Anteilen der rechten und linken Hemi- 
sphare aller von uns auf den Gesamtstickstoffgehalt untersuchter Gehirne 

Tabelle 1. Gesamtstickstoff in Prozenten der frischen Substanz. 





ant. sin 
Gyrus centr. 


Polus front. sin. 
Cuneus sin 
Cuneus dext. 
Gyrus centr. 
ant. dext. 
Gyrus centr. 
post. sin. 
Gyrus centr. 
post. dext 


Mannergehirne. 

BrustschuB ... <i. 

eer ae 

Verblutung aus der Art. carot. 

Verblutung aus der Art. femor. 

Erstickung it 

Kohlenoxydvergiftung . . . 

Brust- und BauchschuB . . . 148 135013 

Stichverletzung des Bauches . 1,37 

Stichverletzung i. d. Riicken . 1,28 

Verblutung aus der Art. carot. 1,441.5 

Sturz aus der Héhe ..... 152 — 1, 

Brustschu8 is « 6.5 4.6 sae 148 — 1.67 

BauchschuB ....... . . 1,361,27/1,32 1,40 1,43 1,5: 

Blutung in den vierten Ge- 
hirnventrikel. . . ..\ . . 13013715 

Platzen eines Aortenaneurysma — 1,22 — 

Tod durch Herzlihmung.. . 105 — 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Nr. 


22 


14 
19 
34 
ll 
29 


24 
13 


Alter 


Jahre 


16 
25 
29 


30 
31 
32 


36 
38 
44 
48 
60 
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Frauengehirne. 
HerzschuB . see el —i— — —/161l' — 1 - 
Kohlenoxydvergiftung he 154110 — — 156 — 1,70 - 
Brustschu8 und V erblutung 
aus der Art. subcl. oo 1,51 1,41 1,58 1,56 1,74 1,86 1,72 1,62 
RiickenschuB 1,58 1,38 1,50 1,58 1,62 1,78 1,84 1,70 
HerzschuB . - . «+ « 1,37.1,24 1,26 1,19 1,59 1,84 1,82 1,53 
Blutung im Gebiet des ver- 
langerten Markes .. . 142 1,021,53151 — — — — 
Verblutung aus der Art. carot. 116114— — _-_ —- — 
RiickenschuB ........ 1,64 1,50 1,29 1,32 L. 56 — — 
Platzen eines Aortenaneurysma 1,42 1,12 1,58 1,54 1,86 1,78 1 64 1,53 
Gehirnblutung. ....... 160 — — — 182 — _- 
Tod durch Herzlahmung. . . 1,36 0,99 1,35 1,24 1,161,211 28 12 


Beim ersten Blick auf diese Tabelle lenkt der Umstand die Auf- 
merksamkeit auf sich, daB die Menge des Gesamtstickstoffs in den 
verschiedenen Abschnitten eines und desselben Gehirns nicht iiberal] 
gleich ist, daB dieser Unterschied sich auf der rechten und linken Hemis- 
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Zah! der Fille. 





sphare wiederholt und sich auf alle Gehirne 
erstreckt, unabhingig von Geschlecht, 
Alter und Todesursache. Dieser Unter- 
schied wird noch auffallender, wenn man 
den mittleren Gehalt des Gesamtstickstoffs 
von einem jeden einzelnen Abschnitt fiir 
sich berechnet. Sozeigt z. B. die Tabelle I, 
daB die prozentuale Menge des Gesamt- 
stickstoffs des Gyrus centr. ant. sin. ver- 
schiedener Gehirne zwischen 1,10 bis 
2,06 Proz. schwankt. Als Mittelwert 
nahmen wir jenen prozentualen Gehalt 
des Gesamtstickstoffs an, der sich am 
hiiufigsten wiederholte (Abb. 3). 

Die Zahlen auf der Abszisse zeigen 
den Prozentgehalt des Gesamtstickstoffs 
an, auf der Ordinate befindet sich die 


Die Kurve zeigt, daB als Mittelwert fiir den Gesamt- 


stickstoffgehalt der vorderen Zentralwindung der linken Hemisphare 1,51 
bis 1,70 Proz. der frischen Substanz anzunehmen sind (sieben bis acht 
Fille). 


beiden GroBhirnhalften der 


Auf dieselbe Weise wurde auch fiir die anderen Abschnitte der 


Gehalt an Gesamtstickstoff. Cholesterin 
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Phosphatiden und Cerebrosiden berechnet. Fast in allen Fallen hatten 
die Kurven beinahe das gleiche Aussehen, erinnerten an die Gausssche 
Kurve, und wir verzichten daher auf ihre Wiedergabe. In den wenigen 
Fallen, in welchen die Kurven eine bemerkenswerte Besonderheit 
aufweisen, wird an den betreffenden Stellen auf diese hingewiesen 
werden. 

Die Abb. 4 zeigt den mittleren Gehalt des Gesamtstickstoffs in 
Prozenten der frischen Substanz in allen acht untersuchten Teilen 
Auf der Abszisse sind die verschiedenen Abschnitte, auf der Ordinate 
ihr prozentualer Gehalt an Gesamtstickstoff eingetragen. Gewdéhnlich 
zeigen die Kurven auf den Diagrammen eine bestimmte, ununter- 
brochene Folge von Verinderungen an. In unserem Falle interessieren 
uns am Diagramm blob die Punkte, welche den Gehalt des Gesamt- 
stickstoffs in dem gegebenen  , 
Abschnitt angeben; verbunden *f 
sind sie aber wuntereinander 
durch gerade Linien aus- 
schlieBlich zum Zwecke gréBerer 
Anschaulichkeit. Die ununter- 
brochene Linie zeigt den mitt- 
leren Gehalt des Gesamtstick- 
stoffs an, die unterbrochene 
die bei unseren Untersuchungen 
gefundene maximale, die punk- 
tierte die minimale Menge. 

Die Abb. 4 unterstreicht 
noch anschaulicher als die erste 
Tabelle den Unterschied im 
chemischen Aufbau der verschiedenen Abschnitte emer und der 
selben Hemisphire und der gleichnamigen Abschnitte der beiden 
GroBhirnhalften. So kommt z. B. der geringste (mittlere) Gesamt- 
stickstoffgehalt der rechten Seite auf den Stirmpol — 1,30 Proz., 
nicht hoch ist er auch links — 1,50 Proz. In der Gegend des Cuneus 
ist er links etwas niedriger als rechts — 1,40 und 1,55 Proz. Noch 
héher ist der Gesamtstickstcffgehalt im Gyrus centr. ant. — 1,60 Proz 
links und 1,80 Proz. rechts. 

Im Gyrus centr. post. ist der Gesamtstickstoff rechts wieder ge- 
ringer — 1,60 Proz. und etwas héher links — 1,65 Proz. Die Kurve 
des Maximal- und Minimalgehalts an Gesamtstickstoff wiederholt die 
Kurve des Mittelwertes. 

Der Gehalt an Gesamtstickstoff ist auf diese Weise verschieden an 
verschiedenen Stellen der Rinde und ungleich auch an den gleich- 
namigen Stellen der rechten und linken Hemisphare. 
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Ks ist néotig zu bemerken, dab die individuellen Schwankungen in 
der Quantitét der chemischen Zusammensetzung eines und desselben 
Abschnittes verschiedener Gehirne ziemlich groB8 sind. Ungeachtet der 
in der Literatur festgewurzelten Meinung, dai die chemische Zusammen- 
setzung des Gehirns von Leuten, die das Reifealter erreichten, hinsichtlich 
seiner EFiweiB- und Lipoidsubstanzen im allgemeinen bestéandig bleibt, 
so sieht man, wenn man z. B. die von Frdnkel an normalen Menschen- 
gehirnen erhaltenen Mittelwerte mit den Zahlen vergleicht, die Linnert 
erhalten hatte, ganz klar die bedeutende Uneinstimmigkeit dieser Ziffern 
(Tabelle 11). Und dabei gingen die Arbeiten Linnerts aus Frdnkels Labo- 
ratorium hervor. Wie gro®8 miissen daher die individuellen Schwankungen 
in der chemischen Zusammensetzung der einzelnen Gehirne sein, wenn 
schon die Mittelwerte so verschieden sind. Und die individuellen Schwan- 
kungen der einzelnen Kindenabschnitte miissen natiirlich gréBer sein als 
in der Masse des ganzen Gehirns. 


Tabelle 11. 





In Proz. der frischen Substanz 


\utor Aceton- Petroleum-Ather Benzol« Alkoholische Atherische min i® 
Fraktion Fraktion Fraktion Fraktion Fraktion —_ 
Frdnkel . . 4.74 6,40 3.11 1.44 0,21 7,28 
Linnert 3.50 689 2.93 1.07 0.26 9.24 
Cholesterin. 
Die Abb. 5 wurde gezeichnet auf Grund der in der Tabelle [11 gebrachten 
Resultate. 


Der Gehalt an Cholesterin in den verschiedenen Abschnitten der 
Hirnrinde ist weitaus nicht iiberall gleich. Der gréBte Cholesterin- 
gehalt findet sich in den Be- 


% 


10+ 1 T_T Tt wegungszentren (hier: Gyrus 


} 


| centr. ant.) links 0,92 Proz 
1,00| 

















¢der frischen Substanz, rechts 

090} | 0,88 Proz.; etwas weniger im 

Gyrus centr. post. — links 0,78. 

6, rechts 0,73 Proz. und im 

0,70 Cuneus, wo 0,70 Proz. links und 

0,78 Proz. rechts gefunden wur- 
: ad den. Am wenigsten Cholesterin 
ans enthalten die beiden Stirn- 
, pole — 0,55 Proz. links und 

Ts tan re on. Se. BER — 0,58 Proz. recht . Hier ist der 

iz iS SEE S88 sé : sss S88 Cholesteringehalt so gering, dal} 

sinister dexter ' der fiir diese Gegend gefundene 

Abb. 5 Maximalwert von 0,76 Proz 


kaum den Mittelwert der ven- 


siblen Abschnitte erreicht und ‘ief unter dem Mittelwert der 
* motorischen bleibt. Die stirksten individuellen Schwankungen 
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Tabelle I1I. Cholesterin in Proz. der frischen Substanz. 





Polus front. sin. 
Polus front. 
dext 
Cuneus sin 
Cuneus dext. 
Gyrus centr. 
ant. sin. 
Gyrus contr 
ant. dext 
Gyrus centr 
post. sin. 
(syrus centr 
post. dext 


Mannergehirne. 

BrustschuB ....... . .| 0,560,55/0,71 0,77/0,81 0,71/0,82 0,68 
Erstickung. ....... . . 0,570,59/0,70,0,790,91 0,85.0,75 0,72 
BrustschuB ........ . 0,520,54:0,77 0.74085 0.77 0.60 0.65 
Verblutung aus der Art. femor. 0,52 0,48 0,65 0,75 0,63 0,61 0,57 0.65 
Stichverletzung des Herzens . — — | — — 0,950,87)1,07 0,78 
Kopf- und RiickenschuB. . . 0,58 0,56 0,71 0,800.91 0,82 0,72 0,71 
KopfschuB. . ..-.+- 2.2.5.0 — —|— — (0,970,88)1,090,77 
Kohlenoxydvergiftung . . . . 0,540,55,0,69 0,77 0,94 0,81 0,80 0,64 
Bauch- und BrustschuB .. . 0,63 0,550.67 0,75 0,94 .0,79 0,82 0.70 
Stichverletzung des Bauches , 0,51 — 062 — 064 — 058 — 
BauchschuB . ...... . . 0,640,59'0,79 0,910.77 0,78 0,69 0,80 
Stichverletzung in den Riicken 0,55 — 0,68 — 0.91 — 0.76 — 
Verblutung aus der Art. carot. 052059 — — — 049 — 0.56 
Sturz aus der Héhe ..... 056 — 061 — 084 — 0,77 — 
BrustschuB ......... 049 — 0,74 — 092 — 085 — 
BauchschuB ....... . . 0,530,61,0,67 0,700.93 0,820.87 0,71 
Platzen eines Aortenaneurysma | 0,57 0,59 0,73 0,81 0,93 0,89 0,84 0,79 
Blutung in den vierten Ge- 

hirnventrikel. . . . .. . . 0,650,710,81 0,900.98 0,89 1,01 0,95 
Platzeneines Aortenaneurysma 0,760,74 — — |0,89.0,77 0,78 0,69 
Tod durch Herzlihmung,. .. — — — —' — 093 — — 
Tod durch Herzlahmung. . . 0,75 0,73 0,78 0,90 0,960.89 1,07 0,99 


Frauengehirne. 
BrustschuB ......... — — 066061 — 052 — 051 
Erstickung ......-...-, — 0,56 — 081 — 082 — 0,72 
BrustschuB und Bluten aus der 
ee nn, 66 + «6 uc a 0,48 0,46 0,62 0.67 0.79 0.72 0.71 0.52 
RiickenschuB ....... . 0,580,540,720,83 0.70 0,.700,63 0,72 
Blutung im Gebiet des ver- 
langerten Markes ... . . 0,520,480,750,76 - ro, oo 
Verblutung aus der Art. carot. — — — — 0,850.86 0,88 0,67 
BrustschuB ....... . . 0,550,570,71 0,80 0,90 0,82 0,73 0,72 
RiickenschuB ...... .. 0,610.58 0,61 0,66 0,92 0.86 0,83 0,75 
Gebaérmutterblutung n. Abort 0,57 — 0,69 — 087 — 071 
Platzeneines Aortenaneurysma 0,53 0,46 0,77 0,79 1,02 0,89 0,87 0,67 
Blutung in den linken Ge- 
hirnventritel .*. . . . jJ 1088 —- | — | — 1100000 — | — 
Gehirnblutung. ....... 0,75 — 061 — 0,76 — 069 — 
60 Tod durch Herzlihmung. . . 0,500,64 0,76 0,90 0,93 0,88 0,97 1,01 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 30 
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waren im Gyrus centr. post. (0,57 bis 1,09 Proz. links und 0,505 bis 
1,01 Proz. rechts), die geringsten im Cuneus sin. (0,61 bis 0,81 Proz.) 
zu beobachten. 

Ganz analoge und nicht minder klare Resultate werden bei der 
Umrechnung der Cholesterinmenge auf 100 Einheiten des Gesamt- 
stickstoffs erhalten (Tabelle IV und Abb. 6). 


Tabelle 1V. 





e 

~ ‘ o : . " : 

s = rs x £; + Se 

Pp; a. 2 a Eclicy es es 

- +> ~ — ~ 

Nr. Alter & Sk! e e | 26/98/56) 309 
= es S 3 $¢/$./3<! Se 

2s 2 &€ & BEl2¢ 2s 2% 
Sif OF iwi lot Pa Pe 

= |e oO = = r oe “ 

Jahre a — ~ — ~~ oO 


Mannergehirne. 
17 19 || RerustechuB ......--+..i 82/41 | 47 | 48) Bi @! 474 41 
40 22 Erstickung. ... eee —i —| —! 53 | 57 — | 51 | — 
15 24 =Verblutung aus der Art. femor. 37 39 48 50 43 38 35 42 


39 34 Kohlenoxydvergiftung .... 38 40 47 49 58/51 52 43 





21 35 BauchschuB. . : . 36 42 48 50 59 42 53 45 
28 37° Stic hverletzung des Bauc he: 3s. 37 — 47 42 — 32 — 
37 38 Stichverletzung in den Riicken 43 — 47 — 54 — 5O — 
8 40. Verblutung aus der Art. carot. 36 38 — — — 32 — 38 
20. 42 | Sturz aus der Héhe ..... 32'— 49 — 52'— 41 — 
32. 43 | BrustschuB ......2..2. 37 — 530O' —/|55)/— 53 — 
36 47 || BauchschuB ......... 30:48 51 50/65 5&4 57 49 
33. 48 Blutung in den vierten Cie- 

hirnventrikel ... . 51 52 52 60 62 49/57 57 
10 58 Platzencines Aortenaneury ysma — 61 — — 57) 53) 57 5O 
6 65 Tod durch Herzl4hmung. .. —- — — — — 69|>— — 


Frauengehirne. 
22 29 Brustschu8 und Blutung aus 
der Art. subel.. . . .... 32 33 39 44 45 39 41) 32 
14 || 30 || RitckenschuB ......../) 37 | 30; 48; 5&3 43 30 | 34; 42 
34 32 Blutung im Gebiet des ver- 
langerten Markes ..... 37 47 48 50 — 
26 38 RiickenschuB ... ‘ .- 37 39 47 5 59 


S| | 
1S 
“ 
— 
_- 


29 44. Platzeneines Aortenane suryvsma 37 41 49 51 55 
24 48 Blutung in den rechten Hirn- 

ventrikel .. “ eee eo BF mim — | Be | ee 
13. 60 Tod durch Her zlahmung . . . | 37 65/56 | 71 | 80! 73 | 76 | 79 


Der geringste Cholesteringehalt im Verhaltnis zur Gesamtstickstoff- 
menge fallt auf die Sphare der héheren psychischen Funktionen — 37 
links und — 40 rechts, der gréBte Cholesteringehalt aber auf die Be- 
wegungszentren — 57 links und — 53 rechts. In funktionell ver- 
schiedenen Rindenabschnitten sind also nicht bloB die absoluten 
Cholesterinmengen verschieden, sondern auch seine Menge im Ver- 
haltnis zu anderen chemischen Bestandteilen der Hirnsubstanz, den 
stickstoffhaltigen Stoffen. 
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In zwei nach derselben Methode untersuchten Fallen beziiglich 
des Gehalts von Cholesterin in der ganzen GroBhirnrinde des Menschen 
erhielten wir 1,16 bis 1,20 Proz. der frischen Substanz'). Diese Zahlen 
sind héher als die héchsten — 1,09 Proz. der frischen Substanz — von 
uns bei der Untersuchung des 
Cholesteringehalts in bestimmten 
Rindenabschnitten erhaltenen. 

Es ist schwer anzunehmen, dab 

gerade diese zwei Fille seltene 

Ausnahmen vorstellen und der 

Cholesteringehalt in der Masse 

der ganzen Rinde in keinem ein- 

zigen unserer 40 Fille ebenso 

hoch gewezen sein sollte. Dies 

ist auch noch deshalb schwer 

anzunehmen, weil unsere Ziffern 

1,16 bis 1,20 Proz. der frischen 

Substanz ganz nahe stehen den 

von Linnert und Kirschbaum 

an erwachsenen Mannern ge- 

fundenen Cholesterinwerten, 

namlich 1,15 Proz. Augenschein- 

lich gibt es in der ganzen Aus- 

dehnung der Hirnrinde Ab- 

schnitte, deren Cholesteringehalt 

noch héher ist als der der 

motorischen Gebiete, weshalb auch die mittleren Zahlen fiir die 
gesamte Rindensubstanz sich als gréBer herausstellten als die 
bei der Untersuchung der acht besonderen Abschnitte gefundenen. 
Welche funktionellen Rindengebiete nun so cholesterinreich sind, 
das werden die weiteren Untersuchungen zeigen. 





Die Gruppe der ungesittigten Phosphatide. 


In der Tabelle V sind die Untersuchungsresultate verschiedener 
Hirnrindenabschnitte auf den Gehalt an Phosphor der ungesittigten 
Phosphatide zusammengestellt. Auch hier fehlt die Gleichheit in der 
Zusammensetzung iiber die ganze Rinde hin. Wiederum zeigt sich 
ganz klar die.chemische Topographie der Gehirnrinde. Dic Zahlen und 
die Abb. 7 sprechen fiir sich selbst. 


') Diese Zeitschr. 159, 379, 1925. 
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Die gréBte Phosphormenge aus den ungesattigten Phosphatiden 
findet sich in den motorischen Gebieten im Gyrus centr. ant., im Mittel 
0,0762 Proz. der frischen Substanz links und 0,0737 Proz. rechts. Im 
Gyrus centr. post. ist der Gehalt von Phosphor aus den ungesittigten 
Phosphatiden geringer — 0,0712 Proz. links und 0,0725 Proz. rechts; 
noch geringer ist seine Menge im Cuneus — 0,0675 Proz. links und 





0,0687 Proz. rechts. Die beiden Assoziationszentren jedoch unterscheiden 
sich merklich voneinander. Wahrend der Polus front. dext. die aller- 
kleinste Ziffer beziiglich des Phosphorgehalts seiner ungesittigten 
Phosphatide besitzt — 0,065 Proz., zeigt der linke Polus front. 0,070 Proz 
der frischen Substanz. 

Ein ganz anderes Bild erhalt man bei der Umrechnung der Phosphor- 
menge der ungesittigten Phosphatide auf 100 Einheiten des Gesamt- 
stickstoffs (Tabelle VI, Abb. 8). 
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Tabelle V1. 
s < d eis “ a ss 
Nr. Alter E - . - i 33 ss gs 
Jahre o/® |S 'o;}o jo Io |O® 
Mannergehirne. 
17 19 || Brustschub 4.79 5,044.76 4.64 4.66 3,90 4.10 4.45 
40 22° Erstickung. — —|) — 4895.31) — 433) — 
30 23 Verblutung aus der Art. carot. — 4,70 — 451 —'42]1 — — 
15 24 4Verblutung aus der Art. femor. 4,79 4,66 4,75 4,46 5,44 3.82 3,95 4.65 
4 32 Erstickung. 554493 —497 — — —| — 
39 34 Kohlenoxydvergiftung 4,92 4.63 4,42 4.25 5,17 4,71 4,52 4,74 
2] 35  Bauch- und BrustschuB . 4.45 5.01 4.55 4.63 4.65 3.87 4.64 4.52 
28 37 =Stichverletzung des Bauches . 5,60 — 556 — 5.70 — 531 — 
37 38 Stichverletzung in den Riicken 540 — 500 — 450 — 3,76 — 
8, 40 Verblutung aus der Art. carot. 4.24453 — — — 435 — 4,15 
20 42 Sturz aus der Héhe . 442 — 462 — 491 — 369 — 
32. 43) BrustschuB 487 —/430 — 430 — 4.19 — 
36 47. Bauchschu’ . 5,17 4,31 4.87 4.69 5.13 4.41 4.31 4.53 
33. 48 Blutung in den vierten Ge- 
hirnventrikel. . 5,25 4,79 4,52 4.72 5,17 4,30 4,10 4.42 
10 58 PlatzeneinesAortenaneurysma — 3,48 — — 4,03 3,52 3,93 3,80 
Frauengehirne. 
22 29 Brustschu8 und Blutung aus 
der Art. subcl. 4,71 5,01 4,12 4.44 4,61 3,94 4.52 4.44 
14 30 || RiickenschuB ....... 4,78 4,604.71 4,48 5.44 3,79 3,95 4.63 
19 31) HerzschuB. ... 4,55 4.85 4,56 4.77 4,66 3.79 3,86 4.38 
34 32. Blutung im Gebiet des _ ver- 
langerten Markes ,. 4.76 3,91463465 — — - — 
26 38. RiickenschuB .. 4464.72) — 490488 — — — 
24 48 Blutung in den rechten Ge- 
hirnventrikel. . . 5.00, —| —| — 493 —' —| — 
13. 60 Tod durch Herzlahmung . 4,29 3,11/3,93 4,53 3,43 4.53 2.87 4,40 


Im Verhaltnis zur Menge der. stickstoffhaltigen Stoffe gibt der 
Phosphor der ungesittigten Phosphatide schon keinen Unterschied 
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mehr zwischen den beiden Assoziationszentren 4,62 links und 4,65 
rechts. Die gleichen Zahlen finden wir auch in den beiden Cunei 
4,65 links und 4,60 rechts. Dafiir gibt das rechte motorische Gebiet eine 
auffallend niedrige Ziffer — 4,10, bei einer hohen fiir das linke motorische 
Ge biet 4.95; und ganz unerwartet gegenteilige Zahlen gibt die 
Gegend des allgemeinen Muskelgefiihls in der hinteren Zentralwindung, 
namlich rechts 4,55 und links 4,00. 


Die gesiittigten Phosphatide, Cerebroside 
und Sulfatide. 


Wenn man nach dem Auszug von Gehirnsubstanz mit Petrolather 
dieses selbe Stiickchen mit Alkohol auszieht, so finden sich im Alkohol 
gelést alle Cere broside, Sulfatide 
und die ganze Gruppe der ge- 340 
siittigten Phosphatide. 





360 


Wie die Tabelle VII zeigt, 
unterscheidet sich der Polus 3” 
front. dext. und sin. durch 
die .in ihm enthaltenen Li- 
poide der alkoholischen Frak- 


3,20 


tion scharf von allen anderen 
untersuchten Gehirnabschnit- 
ten. Die mittleren Werte (Abb.9) 
der beiden  Assoziationszen- 
tren —- 2,50 Proz. der frischen 
Substanz links und 2,45 Proz. 
rechts, sind um vieles niedriger 
als die mittleren Zahlen, nicht 
bloB der lipoidreichen motori- 
schen Sphire, wo links 3,10 Proz. 
und rechts 3,35 Proz. zu finden 
sind, sondern auch der beiden Ge- 
fiihlszentren, fiir welche fiir den 
Cuneus sin. 2,90 Proz., fiir den 
Cuneus dext. 3,00 Proz., fiir den 
Gyrus centr. post. sin. 3,00 Proz., fiirden Gyrus centr. post. dext. 2,00 Proz 
gefunden werden. Der geringste Lipoidgehalt der alkoholischen Fraktion 
von 1,75 Proz. kommt auf den Polus front sin., aber auch die griébte 
Lipoidmenge dieses Abschnittes — links 2,71 Proz. und rechts 2,74 Proz 

bleibt hinter ‘den Durchschnittswerten der anderen Abschnitte 


zuriick. 
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Tabelle VII. 


Lipoide der alkoholischen Extraktion in Prozenten der frischen Substanz. 





Nr. 


40 
30 


20 
36 
38 
33 


10 


12 
23 
22 


14 
34 
35 


7 


27 
29 
24 


Abb. 10). 
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Mannergehirne. 


BrustschuB 
Erstickung 
Verblutung aus der Art. carot. 
Riickenschu8 
Verblutung aus der Art. femor. 
Kopf- und RiickenschuB . 
KopfschuB . 
Erstickung 
Kohlenoxydvergiftung . . . 
Bauch- und Brustschu8 
Stichverletzung des Bauches . 
OS OS Sree 
Sturz aus der Héhe 
BrustschuB . oe 
BauchschuB ....... 
Platzen eines Aortenaneurysma 
Blutung in den vierten Ge- 
hirnventrikel ..... 
Platzen eines Aortenaneurysma 


2,50 2.42 3,05 3,26 3,10 3,29 2.97 2.94 
2,202.15 2,65 2,94/2.72 2,98 2.42 2.67 
— 241 — 3.15 — 3.25, — 2,94 
2,42 2.44 3,10 3,30 3,15 3,35 3,10 3,20 
2,23 2,15 2,93 3,03 2,95 3,15. 3,00 2.74 
2,62 2.56 3,15 3,44 3,34 3,47/3,26 3,16 
— 3, 16 3.27 2.53 2.84 
2592.58 262:'3.28, —| — 
2.51 2.44 2.99 3.09 3,25 3, 162.82 2 85 
2,31 2,08 2,72 2,86 2,90 3,25 2,94 2.91 
209 — 2°79 — '293| — 3.10 — 
2.70 2,60 3,56 3,66 3,60 3.81 3.61 3,32 
242 — 2,93) — 3,16 — 3,42; — 
2.35) — 2,87' — 280' — 3,10, — 
2,25 2,19 2,70 3,02 2,79 2,88 2,70 2.63 
2.26 2,32 2.84 2.93 3,09 3.00 2.58 2.61 


2,14 2,74 3,22 3,17 3,40 3,46 3,19 2,94 


Frauengehirne. 


BrustschuB 
BrustschuB 
TE 
Brustschu8 und Blutung aus 
der Art. subcl. 
RiickenschuB8 
HerzschuB . “ 
Blutung im Gebiet des ver- 
langerten Markes : . 
BrustschuB 
RiickenschuB ae ae ae 
Gebarmutterblutung n. Abort 
Platzen eines Aortenaneurysma 
Gehirnblutung. ..... 


214261 — — 2003.09 2:59 2'66 
an | an | anf Rel a 
— — 299298 — 272 — 281 
— 242) — 3.21 — 325 — 297 


2,56 2.47 3,06 3,15 3,21 3,37 2,98 2.86 
2,47 2,37/3,24 3,35 3,27 3,49 3,30 3,01 
2,06 2,04 2,53 2,38 2,78 3,49 3,09 2,68 


2.34 2,15 3,10'3,00 — 
2.51 2,29 2,86 3,00 3,05 3.41 3,09 3,05 
2.71 2,62 2,782.91 3.05 3,01 2,75 2.66 
175 —|279| — 300 — 293) — 
2/20 1,96 2.99 3,00 3,18 3,33 2:67)2,57 


ai AE aS aa Spell pal 


Wenn man den Gehalt an gesittigten Phosphatiden und Cere- 
brosiden mit dem an stickstoffhaltigen Bestandteilen des gleichen 
Abschnittes vergleicht, so andert sich das Bild ein wenig (Tabelle VIII, 
Die gréBte Menge findet sich in der Gegend des Sehzentrums: 


202 links und 200 rechts, in dem motorischen Gebiet ist sie geringer 
— 192 rechts urd noch niedriger im sensorischen Rindenteil — 172 links 
und 175 rechts, die gleiche Menge im rechten Stirnpol — 172 und 
weniger links — 160. 
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Tabelle VIII. 





Polus front. sin 
Polus front. 
dext 
Cuneus sin 
Cuneus dext 
Gyrus centr. 
ant. sin 
Gyrus centr 
ant. dext 
Gyrus centr. 
post. sn 
Gyrus centr 


Mannergehirne. 

BrustschuB ... ge a 3 203 204 
ares — 196 
23 Verblutung aus der Art.carot. — — 194 
24 Verblutung aus der Art. femor. 157 3 217 212 
33 || Meetiokum@ ..-.-«.c+.- i k@ — 17] 

Kohlenoxydvergiftung . . . . I71 203 195 

Bauch- und BrustschuB ... 156 196 204 
37 Stichverletzung des Bauches. 153 211 — 
42 Sturz aus der Héhe..... 159 217 — 
as Cg sk ww «6 8 oe 194 — 
47 | BauchschuB ....... . 166 205 
48 Blutung in den vierten Ge- 

hirnventrikel ...... .|| 165 205 
58 Platzeneines Aortenaneurysma || — _- 

Frauengehirne. 

BO | BeermnomeB. wnt ete tell = 
29 Brustschu8 und Blutung aus 

der Art. subcl. . ..... 170,17 202 
30 | RiickenschuB ....... ./)156/ 14 212 
oe Gee, sb ee cw eo «hee 5 200 
32 Blutung im Gebiet des _ ver- 


lamgerten Markes ..... 165 199 
38  RiickemschuB ....... . 165 174 220 
44 Platzeneines Aortenaneurysma 155 196 
48 Blutung in den rechten Ge- 

hirnventrikel 





Indem in der ganzen Aus- 
dehnung des Zentralnerven- 
systems gewdhnlich kleine 
Mengen von gesittigten Li- 
poiden parallel gehen mit 
gréBeren Mengen ungesattigter 
Lipoide und umgekehrt, so 
schien es interessant nach- 
zusehen, anderten sich in den 
verschiedenen Anteilen der 
GroBhirnrinde vielleicht bloB 
die absoluten Lipoidmengen, 
wahrend die Verhaltniszahlen 
zwischen den _ verschiedenen 
Lipoidgruppen méglicherweise 
unverandert blieben, oder 
anderten sich auch diese. Abb. 10. 
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In der Tabelle [X wurde die Phosphormenge der ungesittigten 
Phosphatide fiir alle Hirnabschnitte als = 1 angenommen und wurde 
sein Verhaltnis zur Menge aller Bestandteile der alkoholischen Fraktion 
berechnet. Die Durchschnittswerte sind in der Abb. 11 wiedergegeben. 
Jeder Kurvenanstieg laBt sich hier entweder als eine verhaltnismaBige 
Vermehrung der Lipoide der alkoholischen Fraktion oder als eine ver- 
haltnismaBige Verminderung des Phosphors der ungesittigten Phos- 
phatide betrachten. Das Sinken der Kurven dagegen spricht fiir die 
umgekehrten Verhaltnisse, nimlich fiir ein verhiltnismaBiges Fallen 
des Lipoidgehalts der alkoholischen Fraktion oder fiir eine verhaltnis- 
maBige Vermehrung der un- 
gesiittigten Phosphatide, bzw. 
ihres Phosphors, in diesem 
Abschnitt. 

Es zeigte sich, da in 
funktionell verschiedenen Rin- 
denabschnitten auch die Grup- 
pierung der sie zusammen- 
setzenden Lipoide verschieden 
ist. Eine’  verhaltnismabig 
groBe. Menge von ungesit- 
tigten Lipoiden bzw. ein ver- 
haltnismaBig geringer Gehalt 
an Lipoiden des alkoholischen Abb. II. 

Extraktes entfaillt auf die 

Assoziationszentren 1: 36 links und 1: 37 rechts. Eine ganz andere 
Gruppierung dieser Bestandteile besteht im Cuneus, wo links | : 46 
und rechts 1:45 gefunden wird und in der hinteren Zentralwin- 
dung der linken Seite mit 1:45. Indem die Phosphormenge: 
der ungesattigten Phosphatide in den motorischen Gebieten beider 
Hemispharen sich scharf voneinander unterscheiden, so ist auch 
das Verhaltnis der ungesittigten Lipoide zu den gesiittigten ver- 
schieden, 1:40 links und 1:44 rechts. Verschieden ist auch ihr 
Verhaltnis in den beiden hinteren Zentralwindungen, wo links | : 45 
und rechts 1:40 gefunden wurde. 

Wenn man mit einem Blick alle Kurven, welche den mittleren Gehalt 
an Gesamtstickstoff und verschiedenen Lipoiden aller Rindenab- 
schnitte vorstellen, auf einmal zusammenfaBt, so |aBt sich eine be- 
stimmte Ahnlichkeit im Charakter der Kurven nicht von der Hand 
weisen (Abb. 12 und 13). Als typischste ist jene Kurve anzusehen, 
die beispielsweise den Cholesteringehalt in Prozenten der frischen 
Substanz vorstellt. Und .dieser Typus wiederholt sich wirklich unter 
14 Fallen achtmal (in der Abb. 12 die Kurven der alkoholischen Fraktion 
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und des Cholesterins rechts und links, des Phosphors der ungesiittigten 
Phosphatide und des Gesamtstickstoffs rechts, und in der Abb. 13 die 
Kurven des Cholesterins links und rechts). Von den iibrigen sechs 
Kurven nahern sich zwei ebenfalls bis zu einem gewissen Grade diesem 
Typus (in Abb. 12 und 13 die Kurven fiir den Phosphor der ungesattigten 
Phosphatide links). 


Yr 
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2,90| 
2,70} 
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Alle diese Kurven geben anschaulich die topographische Ver- 
teilung verschiedener chemischer Substanzen in der GroShirnrinde 
wieder; zugleich zeigen aber auch diese Kurven, dab die chemische 
Topographie der einen oder anderen Verbindung nicht in gleicher Weise 
scharf ausgeprigt zu sein braucht. Am scharfsten umrissen ist die topo- 
graphische Verteilung des Cholesterins ; hier erreicht der Unterschied im 
Cholesteringehalt fiir die verschiedenen Rindenabschnitte im Mittel 
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67 Proz. (Polus front. sin. — 0,55 Proz. der frischen Substanz und 
Gyrus centr. ant. sin. — 0,92 Proz. der frischen Substanz). Der 
Unterschied im Gehalt an Lipoiden der alkoholischen Fraktion erreicht 
in den verschiedenen Abschnitten 37 Proz., im Gehalt an Gesamt- 
stickstoff 39 Proz. Am wenigsten deutlich umgrenzt ist die topogra- 
phische Verteilung des Phosphors der ungesittigten Phosphatide, bei 
dem der gréBte Unterschied in der Menge im Mittel bloB 17 Proz. 
betragt. 

Die chemische Zusammensetzung der gleichnamigen Rinden- 
abschnitte beider GroBhirnhemispharen ist nicht gleich. Nur in wenigen 
Fallen nimmt irgend eine chemische Verbindung in gleicher Weise 
auf beiden Hirnhilften Anteil, am haufigsten stehen sich ihre Mengen 
recht nahe; in manchen Fallen jedoch ist der Unterschied zwischen 
ihnen in bezug auf ihre Menge sehr groB, wie zum Beispiel der Phosphor- 
gehalt der ungesittigten Phosphatide im Verhiltnis zu 100 Einheiten 
des Gesamtstickstoffs fiir die beiden vorderen Zentralwindungen und 
die beiden hinteren Zentralwindungen, die Cholesterinmenge im. Ver- 
haltnis zu 100 Einheiten des Gesamtstickstoffs in den hinteren Zentral- 
windungen, der Gehalt von gesittigten Lipoiden in Prozenten der 
frischen Substanz in den vorderen Zentralwindungen, die Menge von 
Phosphor der ungesittigten Lipoide und des Gesamtstickstoffs in 
Prozenten der frischen Substanz im Stirnpol. Der Unterschied in der 
chemischen Zusammensetzung zwischen rechter und linker Hemisphare 
wurde schon von Thudichum bemerkt. 

Wenn wir jetzt nachsehen, wie sich die Lipoide im ganzen Nerven- 
system tiberhaupt verteilen, so zeigt es sich, dab, je wichtiger und je 
aktiver der betreffende Abschnitt des Nervensystems ist, um so weniger 
Lipoide und um so mehr Ejiweifstoffe in ihm enthalten sind. Am 
meisten Lipoide finden sich in den peripheren Nerven (Chevalier, 
Falk), weniger im Riickenmark, noch weniger im Gehirn. In der grauen 
Hirnsubstanz machen die Lipoide ungefahr ein Drittel, in der weiben 
beinahe drei Viertel der Trockensubstanz aus. Die GroBhirnrinde ist 
airmer an Lipoiden als die graue Substanz der subkortikalen Ganglien. 
Dem héchsten Typus der Gehirntitigkeit entspricht der geringste 
Lipoidgehalt. Und die aus dem Stirnpol entnommenen, d. h. aus dem 
Gebiete des vorderen Assoziationszentrums von Flechsig stammenden 
Rindenabschnitte erwiesen sich an Lipoiden noch armer als das Gebiet 
der psychomotorischen und psychosensorischen Zentren (Abb. 12 und 13). 

Der gréBte Lipoidgehalt fallt auf die Bewegungszentren; grof} ist 
er dort auch im Verhiltnis zur Menge der stickstoffhaltigen Bestand- 
teile. Nur in einem Falle tritt die Bewegungsphare ihren ersten Platz 
einem anderen Rindenabschnitt ab, nimlich dem Sehzentrum, hin- 
sichtlich des prozentualen Gehalts der in Alkohol léslichen Verbindungen 
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gegeniiber dem Gesamtstickstoff. Der motorische Rindenabschnitt 
der linken Seite unterscheidet sich von denen der rechten durch den 
geringeren Gehalt an Gesamtstickstoff und Lipoiden des alkoholischen 
Extraktes und den hohen Gehalt an Cholesterin und ungesittigten 
Phosphatiden (deren Phosphor) (Tabelle X und XI). 

Der geringste Lipoidgehalt findet sich in den Assoziationszentren ; 
besonders gering vertreten sind Cholesterin, Cerebroside und gesattigte 
Phosphatide. Von den ungesittigten Phosphatiden jedoch finden sich 
links mehr als in der Sehsphire, das gleiche gilt auch beziiglich des 
Gesamtstickstoffs der linken Seite. Da der Gehalt an Lipoiden im 
prozentualen Verhaltnis gegeniiber dem Gesamtstickstoff in den Stirn- 
polen geringer ist als in den iibrigen Abschnitten, so ist, ungeachtet 
dessen, daB der Gehalt an Gesamtstickstoff in Prozenten der frischen 
Substanz ebenfalls gering ist, augenscheinlich anzunehmen, daB diese 
Rindenabschnitte eine verhaltnismaBig groBbe Menge an stickstoff- 
haltigen Kérpern besitzen (Tabelle XII und XIII). 

Man darf nicht unbeachtet lassen, daB der Gehalt an Lipoiden, 
z. B. von Cholesterin und Lipoiden des alkoholischen Extraktes im 
Verhaltnis zur frischen Substanz, in den sensorischen Gebieten bzw. dem 
Cuneus und Gyrus centr. post. sich oft eimander nihert. Im Verhiltnis 
zum Stickstoff aber ist ihre Menge in diesen Gehirnabschnitten véllig 
verschieden. Der Lipoidgehalt des Gyrus centr. post. nimmt im all- 
gemeinen unter den untersuchten Abschnitten einen mittleren Platz 
ein (Tabelle XIV bis XVII). 

In der Tabelle XVIII ist jene chemische Zusammensetzung der 
menschlichen GroBhirnrinde wiedergegeben (nach Gegenden), welche 
nach unseren Untersuchungen als mittlere rormale Zusammensetzung 
angesehen werden kann. 

Im ganzen kamen 40 menschliche Gehirne von 16 bis 72 Jahre 
alten Individuen zur Untersuchung, und an diesem Material kam deutlich 
der EinfluB des Alters auf die chemische Zusammensetzung der Hirn- 
rinde zum Ausdruck. Bis zu dem Alter von 45 Jahren lassen sich keine 
irgendwelche Schwankungen in der Zusammensetzung des Gehirns 
finden, die auf Rechnurg des Lebensalters zu bringen wiren; aber 
gegen die fiinfziger Jahre hin und spiter andert sich der chemische 
Aufbau der Rinde in ganz bestimmter Weise. Die Menge der un- 
gesittigten Phosphatide nimmt etwas ab (Tabelle V), und da die 
Menge der gesittigten Phosphatide und Cerebroside sich nicht merklich 
verindert (Tabelle VII), so erhéht sich das Verhiltnis zwischen der 
Phosphormenge der ungesittigten Phosphatide und der Lipoidmenge 
der alkoholischen Fraktion um ein Kleinweniges (Tabelle IX). Gegen 
die fiimfziger Jahre zu erhéht sich betrachtlich der Cholesteringehalt, 
doch ist es dabei interessant, daB diese Zunahme in Prozenten der 
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frischen Substanz nur im Gebiet der beiden Stirnpole bemerkbar wird 
(eine Vermehrung von 0,5 bis 0.6 und 0,75 Proz., Tabelle III). Setzt 
man jedoch die Cholesterinmenge ins Verhiltnis zum Gesamtstickstoff, 
so wird aber auch in den iibrigen Abschnitten diese Zunahme bemerklich. 
Die Abnahme des Gesamtstickstoffs in diesem Alter macht sich eben- 
falls nur in der Gegend der beiden Stirnpole bemerklich. Auf diese 
Weise zeichnet sich das Greisenalter offenbar durch eine Verminderung 
des Gesamtstickstoffgehalts (des EiweiBes ’) im Gebiete der vorderen 
Assoziationszentren aus, durch Vermehrurg der Cholesterinmenge, 
durch Verminderung der Phosphatide (ihres Phosphors) und einen 
im Verhaltnis zur Menge der ungesittigten Phosphatide vermehrten 
Lipoidgehalt der alkoholischen Fraktion. 

Die Tatsache, daB die Altersverinderungen in der chemischen 
Zusammensetzung des Gehirns nicht die ganze Hirnrinde gleichmabig 
betreffen, sondern wie ausgesucht die einen Abschnitte (die Stirnpole) 
starker als die anderen, diese eine Tatsache allein zeigt schon ein iibriges 
Mal, daB beim Suchen eines Bandes zwischen den psychischen und 
chemischen Prozessen die chemische Zusammensetzurg des Gehirns 
in den verschiedenen Rindenabschnitten gesondert untersucht werden 
muB, im entgegengesetzten Falle lassen sich Anderurgen in der Zu- 
sammensetzung nicht nur nicht fassen, sondern man riskiert auch 
ganz falsche Schliisse. 

Auch das Geschlecht hat EinfluB auf die chemische Zusammen- 
setzung des Gehirns, und auch hier ist dieser Einflu8 am deutlichsten 
im Gebiete des Stirnpoles zu beobachten, insbesondere auf der rechten 
Seite. Hier betrigt der mittlere Gehalt an Gesamtstickstoff fiir die 
Manner 1,2 bis 1,4 Proz. der frischen Substanz und bei Frauen 1,0 
bis 1,2 Proz., mit Schwankungen von 1,0 bis 1,76 Proz. bei Mannern 
und 0,99 bis 1,5 Proz. bei Frauen (Tabelle I). Nicht auBer acht zu 
lassen ist hier eine Tatsache, deren Erklarung ich vorliufig nicht ab- 
geben kann. Bei Vergleich der Gesamtstickstoffmenge im rechten und 
linken Stirnpol zeigt es sich, dab im linken sich mehr Gesamtstickstoff 
findet als im rechten, wobei dieser Unterschied bei den Mannern 15 Proz. 
nie iiberschreitet, gew6hnlich sogar niedriger ist. Bei Frauen hingegen 
war in vier von elf Fallen, in welchen der Gesamtstickstoff festgestellt 
wurde, dieser Unterschied sehr groB, erreichte sogar bis zu 35 Proz. 
(Gehirn 3, 34, 29, 13). 

Die Frage, ob alle chemischen Grundbestandteile des Gehirns in 
den verschiedenen Rindenabschnitten in verschiedener Menge vor- 
handen sind, bleibt ferneren Untersuchungen vorbehalten, doch besteht 
kein Zweifel dariiber, daB die lipoide Zusammensetzung der in dieser 
Arbeit untersuchten Rindenabschnitte des GroBhirns des Menschen 
verschieden ist, und daB ein jeder von ihnen sein besonderes Bild in 
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der Lipoidzusammensetzung besitzt (Tabelle X bis XVII), und daB 
Besonderheiten im Aufbau verschiedener Abschnitte zweifellos auch 
Besonderheiten des Umsatzes in diesen Teilen nach sich ziehen miissen. 
Die biologische Bedeutung der Lipoide ist auBerst vielgestaltig, bis 
heute aber in allen ihren Erscheinungen durchaus noch nicht ver- 
standlich. Schon durch ihre bloBe Gegenwart wirken die Lipoide manch- 
mal auf den Verlauf fermentativer Prozesse ein. Jede Lipoidgruppe 
hat ihre eigene, fiir andere Lipoide verschiedene Wirkung, paralysiert 
oder aktiviert bald diese, bald jene Fermente. Und die Arbeiten von 
Wroblewski, Slowzof{f, Ossowsky und Englisch sprechen von dem Reich- 
tum des Hirngewebes an den verschiedenen Fermenten. 

Die Bedeutung der Lipoide fiir das Zentralnervensystem wird noch 
dadurch unterstrichen, daB die verschiedensten pathologischen Zu- 
stande, wie Hunger (Lenz), Avitaminosen (Kazuo Hotta), progressive 
Paralyse (Pighini), Dementia praecox (Pighini), Dementia senilis 
(Allers), kindliche Atrophie (Ederer) und Tollwut (Facchini), von ganz 
bestimmten und fiir jeden dieser Zustande charakteristischen Ver- 
anderungen im Lipoidbestand des Gehirns begleitet werden. 

Jeder der chemischen Grundbestandteile des Zentralnerven- 
systems hat seine bestimmte biologische Bedeutung, seine bestimmte 
Rolle in der komplizierten Funktion dieses Organes. Der verschiedene 
Lipoidgehalt in funktionell voneinander unterschiedenen Rinden- 
abschnitten ist gewiB kein bloBes Spiel des Zufalls und kann nicht 
ohne EinfluB8 bleiben auf den Verlauf der chemischen und physiko- 
chemischen Prozesse in diesen Abschnitten. Aufgabe der Psycho- 
chemie ist es, das Band zwischen diesen Prozessen und den psychischen 
aufzudecken. Die Psychochemie mu mit der Biochemie des Gehirns 
Hand in Hand gehend und, sich auf ihre Errungenschaften stiitzend, die 
chemische Statik und chemische Dynamik des Gehirns gemiB der 
topographischen Anordnung von dessen Funktionen untersuchen. Und 
vorliegende Arbeit, vorliegende Ziffern sind nur ein erster Versuch, 
auf dem vorgezeichneten Wege vorzudringen. 


Zusammenfassung. 

1. Funktionell verschiedene Abschnitte der Grophirnrinde des 
Menschen sind hinsichilich ihrer chemischen Zusammensetzung ver- 
schieden. 

2. Am deutlichsten ausgeprigt ist die topographische Verteilung 
des Cholesterins, weiter der durch Alkohol extrahierbaren Lipoide 
(der Cerebroside und gesattigten Phosphatide), des Gesamtstickstoffs 
und des Phosphors der ungesittigten Phosphatide. 

3. An Lipoiden und Gesamtstickstoff am reichsten ist der motorische 
Rindenabschnitt (Gyrus centr. ant.). 
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4. Dor geringste Lipoidgehalt findet sich im vorderen Assoziations- 
zentrum (Polus front.). 

5. Die psychosensorischen Abschnitte (Cuneus und Gyrus centr. 
post.) stehen beziiglich ihrer chemischen Zusammensetzung einander 
besonders nahe und nehmen in dieser Hinsicht im allgemeinen eine 
Mittelstellung ein. 

6. Die gleichnamigen Abschnitte der rechten und linken Hemi- 
sphare unterscheiden sich voneinander durch ihre chemische Zusammen- 
setzung, und dieser Unterschied kann ganz betrichtlich sein. 

7. Gegen die fiinfziger Jahre hin und spiiter vermehrt sich der 
Cholesteringehalt und vermindert sich ein klein wenig der Gesamt- 
stickstoff- und Phosphorgehalt der ungesittigten Phosphatide in der 
GroBhirnrinde. 

8. Die Geschlechts- und Altersverinderungen der chemischen 
Zusammensetzung der Rinde kommen am deutlichsten im Bereiche 
der Stirnpole zum Ausdruck. 

9. Um das Band zwischen den psychischen und chemischen Pro- 
zessen aufzufinden, miissen die Untersuchungen iiber die chemische 
Statik und chemische Dynamik des Gehirns der topographischen An- 
o-dnung von dessen Funktionen gomaB angestellt werden. 


Zum SchluB bringe ich dem Herrn Prof. Dr. Alexander Palladin 
fiir die bei der Ausfiihrung dieser Arbeit erwiesene Aufmerksamkeit 
und bestindige Unterstiitzung meinen tiefsten Dank dar. 
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Manometrische Messung des Zellstoffwechsels in Serum. 


Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. August 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Versucht man, den Zellstoffwechsel in Serum nach den Methoden 
zu messen, die fiir Ringerlésung beschrieben worden sind"), so tritt die 
Schwierigkeit auf, daB Serum Kohlensiure chemisch bindet. In dieser 
Arbeit wird gezeigt, wie man das Kohlensiurebindungsvermégen 
des Serums bestimmen und in die fiir Ringerlésung abgeleiteten 
Gleichungen einfiihren kann. Die manometrische Messung des Zell- 
stoffwechsels in Serum ist dann nicht minder einfach wie die mano- 
metrische Messung des Zellstoffwechsels in Ringerlésung. 


I. Bezeichnungen. 


Die Drucke des Sauerstoffs und der Kohlensiure messen wir und 
geben wir an in Millimetern Brodiescher Fliissigkeit, von der 


10000 mm = 760mm Quecksilber 
sind. 
Die Konzentration der Kohlensaure, sowohl der freien als auch der 
Kubikmillimeter CO, 
Kubikzentimeter Lésungsmittel 
Unter der Léslichkeit 8 der Kohlensaure verstehen wir das Verhaltnis 
Kubikmillimeter freie CO, 


gebundenen, geben wir an in 


B entsteht aus dem 


Kubikzentimeter Lisungsmitte. x Normaldruck 
Bunsenschen Absorptionskoeffizienten a durch die Gleichung: 


1000 . @ 
a 10000 


1) Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
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Ist also p der Kohlensauredruck, so ist pf die Konzentration der 
freien Kohlenséure. Man beachte, daB — wahrend a eine dimensionslose 
Zahl ist — B die Dimension _. besitzt. 

Lange 

@ nennen wir nach L. Michaelis') den Dissoziationsrest der 

Kohlensaure, das Verhaltnis 
Konzentration der freien Kohlensaure 
Konzentration der freien + Konzentration der gebundenen Kohlensaure— 

Da wir unter physiologischen Aziditatsverhiltnissen die Konzen- 
tration der CO,-Ionen vernachlassigen kénnen, so ist die Konzentration 
der gebundenen Kohlensiure immer gleich der Konzentration des 
Bicarbonats. 

Hierunter folgt eine Zusammenstellung der wichtigsten auf die 
Kohfensaure beziiglichen Bezeichnungen und GréBen: 

B = Léslichkeit der Kohlensaure, 

B — Konzentration des Bicarbonats, 

p — Kohlensauredruck, 
p .B = Konzentration der freien Kohlensaure, 

¢ = Gesamtkonzentration der Kohlensiiure (p.f + 8), 

p-B 
p.B- B) 


@ = Dissoziationsrest der Kohlensiure ( 


r 


) 
H Konzentration der Wasserstoffionen (x.?P) 


Fiir 38° und Serum ist der Absorptionskoeffizient a der Kohlen- 
siure 0,54, also 8 = 0,054. Fiir die gleichen Bedingungen ist die erste 
Dissoziationskonstante K der Kohlensiure 7,2 .10~* (py, = 6,14). 

Ist beispielsweise : 

p = 470, 
B = 460, 
so ist: 
pp = 25,4, 
c = 485, 
0 0,0524, 
H* =4.10-* (py = 7,4). 
Dies sind Werte, wie sie im Durchschnitt fiir Serum gelten, das mit 
etwa 5 Vol.-Proz. Kohlensiure im Gleichgewicht steht. 

Wenn wir die Gasmengen, die entstehen oder verschwinden, in 

Kubikmillimetern ausdriicken, so ist es fiir die Rechnung bequem, 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1922. 
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auch andere Stoffe, die mit dem Gasumsatz zusammenhingen, in 
Kubikmillimetern auszudriicken. Wie wir von Kubikmillimetern 
Bicarbonat sprechen, obwohl Bicarbonat kein Gas ist, so sprechen wir 


auch von Kubikmillimetern Milchsiure oder einer beliebigen Saure, 
indem wir 

| Milligrammatom Saurewasserstoff = 22400 cmm 
setzen. 


Il. Retention der Kohlensiure und Milchsiure. 

1. Kohlensiure, zu Serum hinzugefiigt, wird teilweise als solche 
geliést, teilweise als Bicarbonat chemisch gebunden. Die Substanzen, 
die die Kohlenséiure binden, sind vorwiegend Eiwei®, in unter- 
geordnetem Mae Phosphate und andere Stoffe. Die allgemeine 
Bindungsgleichung, als Ionengleichung geschrieben, ist 

H,CO, + S = HCO; + SH, (1) 
wobei wir unter S” beliebige Saureanionen des Serums verstehen und 
nur das HCQ,-lon ausnehmen. 

Milchséure (HM), zu Serum hinzugefiigt, reagiert teilweise mit den 
Bicarbonationen des Serums unter Entwicklung freier Kohlensaure, 
teilweise mit anderen Saureanionen nach der Gleichung 

HM+S =M + SH. (2) 


Denken wir uns das Serum in Verbindung mit einem ab- 
geschlossenen Gasraum, so ist der Kohlensiuredruck, den die hinzu- 
gefiigte Kohlensiure oder Milchsiure hervorbringt, infolge der Reak- 
tionen (1) und (2) kleiner, als sich aus der GréBe des Gasraumes und der 
physikalischen Léslichkeit der Kohlensiure berechnet. Wir nennen die 
Kohlensaure, die nach (1) chemisch gebunden wird, die ,,retinierte” 
Kohlensiure und die Milchsiure, die nach (2) chemisch gebunden 
wird, die ,,retinierte“ Milchsaure. 

Fiir jedes undissoziierte Saureiquivalent S H, das hinzukommt, wird 
1 Molekiil Kohlensiure oder Milchsiure retiniert. Die Zunahme des 
undissoziierten Saurewasserstoffs ASH pro Kubikzentimeter Serum 
ist ein MaB fiir die Retention. Wir driicken ASH in Kubikmillimetern 

48H 
Gas aus und bezeichnen den Quotienten — .. : : 
. Kubikzentimeter Serum 
die Retention Au. 
Bezeichnen wir die Zunahme der undissoziierten Basendquivalente 


pro Kubikzentimeter Serum mit Au’, so ist ju’ die durch Basen be- 
wirkte Retention, die Gesamtretention also 


+ Au Au’. 


Es scheint, da® fiir normales Serum — unter physiologischen Aziditats- 
verhaltnissen Au’ | immer gegen | 4u! zu vernachiassigen ist. 
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2. Ist die Saure, die wir dem Serum hinzufiigen, Kohlensaure, so 
entsteht nach (1) fiir jedes hinzukommende Radikal SH ein Bicarbonat- 
ion, und es ist 


Au AB, 


wo AB die Zunahme der Bicarbonatkonzentration bedeutet. 


Wie groB Au ist und in welcher Weise 4u von dem Kohlensiure- 
druck abhangt, erkennt man aus Abb. 1, in der die Bicarbonatkonzen- 
tration B des Serums als Funktion des Kohlensauredrucks p eingetragen 
ist, fiir p-Werte, wie sie physiologisch in Betracht kommen’). 


a 
§ 490 +—-- 
§ 480 
& 470 
Ee 
Ne EE RN A RRR REE BO 
—» pimm Brodie) 
Abb. 1. 








Die beobachteten Zahlen sind: 





p B 
339 469 
413 481 
533 490 
dB du 
Die Abbildung zeigt, daB is =3 nicht konstant ist, sondern mit 
P 


aah EE 
ip oo yl. 


was besagt, daB hier 1 com Serum 0,1 cmm Kohlensaure retiniert, wenn 
der Kohlensiuredruck um 1 mm steigt. 


wachsendem p abnimmt. In der Mitte der Kurve ist 


3. Wird Kohlensiiure zu Ringerlésung hinzugefiigt und betragt 
die Zunahme des Kohlensiuredrucks hog, mm, so ist die gebildete 
Kohlensaure in Kubikmillimetern 

- 
<=co, = hco, kco. 
wo kRinser die Gefa®konstante fiir Kohlensiure?) in Ringerlésung be- 
deutet. kceo,.ist bestimmt durch die GroBe des Gasraumes v,, die GréBe 
des Flissigkeitsvolumens v,, die Temperatur und die Léslichkeit der 
Kohlensaure in Ringerlésung. 


1) Ahnliche Kurven findet man in der grundlegenden Arbeit von 
K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 79, 112, 1917. 
*) Vgl. diese Zeitschr. 100, 230, 1919. 





de 
in 
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Wird Kohlensaure zu Serum hinzugefiigt und betragt die Zunahme 
des Kohlenséiuredruckes feo, mm, so ist die gebildete Kohlensiure 
in Kubikmillimetern y 

®CO, hco, [eee (5) | (3) 
A p/c 
wo v, das Serumvolumen in Kubikzentimetern bedeutet, du die 
Retention zwischen dem Anfangsdruck py und dem Druck py + Ap. 
Gleichung (3) gilt streng nur dann, wenn Aco, von p, an gerechnet, 
gleich Ap ist. ; 

Wird Milchsaure zu Serum hinzugefiigt und betrigt die Zunahme 
des Kohlenséuredruckes hog, mm, so ist die gebildete Milchsiure in 
Kubikmillimetern ; 


' inger d+ 
tm = hco. | Hees + (5) .] 


, ; dau. 
In (3) und (4) sind die Quotienten i mit dem Index C oder M 


versehen, je nachdem die hinzugefiigte Saure Kohlensiure oder Milch- 
sdure ist, eine, wie wir spiter sehen werden, notwendige Unterscheidung. 

Die eckig eingeklammerten Ausdriicke in (3) und (4) bezeichnen 
wir mit na und a und schreiben (3) und (4) abgekiirzt 


tco, = hco, - kee." (5) 

Im = hco,- kn (6) 

Die praktische Brauchbarkeit der Gleichungen (3) bis (6) hangt 
davon ab, wie streng die Bedingung 

hco, = 4p (7) 

erfiillt werden kann und muB. Es wird sich zeigen, daB wir statt (7) 


schreiben kénnen 
hco, ~ Ap (8) 


und daB wir (8) immer hinreichend genau erfiillen kénnen. 


III. Berechnung der Retention fiir Serummodelle. 

Um eine allgemeingiiltige Beziehung zwischen der Retention und 
dem Kohlensauredruck zu finden, gehen wit aus von dem Dissoziations- 
rest @ der Kohlensidure. 

Unter dem Dissoziationsrest 9 einer Siéiure oder Base versteht 
L. Michaelis!) das Verhiltnis 

Konzentration des undissoziierten Elektrolyten 
Gesamtkonzentration des Elektrolyten 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1922. 
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Ist die Wasserstoffionenkonzentration einer Lésung gegeben und sind 
die Dissoziationskonstanten der Saure oder Base bekannt, so kann der 
Dissoziationsrest @ berechnet werden. 
Fiir eine einbasische Saiure mit der Dissoziationskonstante K ist 
H* 


. if 
"+k (9) 


Fiir eine zweibasische Saure mit den Dissoziationskonstanten A, 
und K, ist 
H’ 
. . K,K, 
H’ K, + : 3 
H 


(10) 


Fiir einen Ampholyten mit der Sauredissoziationskonstante A , 
und der Basendissoziationskonstante K,, ist 
= 11) 
= . ( 
H’ + K, + 3 (H*)? 
Ky 
wo K,, die Dissoziationskonstante des Wassers bedeutet. 

1. g-Kurve der Kohlensdure. Fir Ringerlésung und 38° ist K, 
der Kohlensiure gleich 7,2.10~' (py = 6,14), K, von der GréBen- 
ordnung 10~''. In dem fiir uns in Betracht kommenden Aziditits- 
gebiet, zwischen HX = 1.10~* und H* = 10.10~® ist das mit K, 
behaftete Glied der Gleichung (10) als klein zu vernachlissigen, so dal} 
wir in diesem Gebiet @ nach der einfachen Gleichung 


H 

e = H’ 4 K, (10a) 
berechnen kénnen. Die Kohlensiure verhalt sich hier wie eine ein- 
basische Saure, sie enthalt praktisch keine CO,-lonen. Deshalb vermag 
eine Ringerlésung von dem Bicarbonat - 
gehalt des Serums — unter physio- 
logischen Aziditatsverhiltnissen - 
Kohlensaéure in nennenswertem Mabe 
nicht chemisch zu binden. 





Die untere Kurve der Abb. 2 ist 
die g-Kurve der Kohlensiure zwischen 
H* =1.10~-8 und H”* = 10. 107-5, fiir 
die Salzkonzentration der Ringer- 

| lésung und 38°. @g ist klein in dem 
7 2 3 © 5 6 7 &€ 9 # ganzen Gebiet und liegt zwischen 0,01 
Abb. 2 und 0,1. 
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2. Lésen wir in der Ringerlésung eine Saure auf, deren Disso- 
ziationskonstante von der GréBenordnung 10~* ist, so entsteht — bei 
physiologischer Wasserstoffionenkonzentration — ein betrichtliches 
Bindungsvermégen fiir Kohlensiure, dessen GréBe von der Konzen- 
tration der zugefiigten Saure abhangt. 

Geeignete Saiuren findet man unter den Dipeptiden, von denen 
beispielsweise Glycylglycin nach Bestimmungen von v. Huler') in 
wisseriger Lésung ein K, von 2 . 10~* besitzt, das bei der Salzkonzen- 
tration der Ringerlésung vermutlich noch etwas gréBer ist. K,, ist 
von der GréBenordnung 10~—"', so daB wir in Gleichung (11) das mit K,, 
hehaftete Glied vernachlassigen und @ nach der einfachen Gleichung 

H* 
= H’ + K, (Ila) 
berechnen kénnen. Das Dipeptid verhalt sich hier wie eine einfache 
Saure, Kationen des Dipeptids kommen in der Lésung praktisch 
nicht vor. 

Die obere Kurve der Abb. 2 ist die g-Kurve eines Dipeptids, dessen 
K, =4.10~° ist. @ ist zwischen H* = 1.10~° und H* = 10.10% 
erheblich gréBer als fiir Kohlensaéure und liegt zwischen 0,2 und 0,7. 

Eine Ringerlésung von der Bicarbonatkonzentration des Serums, 
in der die Gesamtkonzentration an Dipeptid c’ etwa gleich der Gesamt- 
konzentration ¢ der Kohlensaure ist, ist insofern ein Serummodell, als 
sie bei physiologischer Aziditaét in ahnlichem MaBe wie Serum Kohlen- 
siure chemisch bindet. 

3. Lassen wir die Wasserstoffionenkonzentration des Modells 
steigen, indem wir Kohlensdure oder Milchsiure hinzufiigen, so steigt 
mit dem Dissoziationsrest @ der Kohlensiure auch der Dissoziations- 
rest @’ des Dipeptids (vgl. Abb. 2). Die Menge der Peptidanionen P 
nimmt ab, die Menge des undissoziierten Peptids H P nimmt zu, wobei 
sich die Reaktionen abspielen 


H,CO, + P- HCO, HP (wie 1), 
HM + P M -— HP (wie 2). 


Die Konzentration des undissoziierten Peptids nennen wir uw und 


we , Kubikmillimeter ge is Ae die Be 
drucken % m <shiesiansher Serum aus. ann ist Au die Rete + 
tion und bestimmt durch die Gesamtkonzentration an Peptid ¢’ und die 
Anderung des Dissoziationsrestes 9’ : 


, , 


fu = Ac’ .c’. (12) 


') Zitiert nach L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. 
Berlin 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 164. 32 
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4. Haben wir einen bestimmten Wert fiir 4e’ gewahit, so kénnen 
wir immer das dazugehérige 4g aus der Abb. 2 entnehmen oder nach 
weichung (10a) berechnen. So kénnen wir uns beliebige zusammen- 
gehérende Wertepaare 4g’ und Ag und damit auch Au und Ag ver- 
schaffen. Ag ist andererseits mit dem Kohlensiiuredruck p durch 
die Gleichung verbunden: 

B. Ap = (9 + A@) (eg + Ac) — Cnty 
B. Ap = cy 4e@ + Q,4c + AgAc 
wo @ und ¢, sich auf die Kohlensiure beziehen und den Anfangs- 
zustand bestimmen, den das Modell besitzt, wenn die Saure hinzu- 
gefiigt wird. 

Ist die Saure, die gg um Ae vermehrt, Kohlensiure, so ist die 

Zunahme der Kohlensiurekonzentration 


Ac = Au + BAp. (14) 


Ist die Saure, die @, um Ae vermehrt, Milchsiure oder eine andere 
starke Saure, so ist die Zunahme der Kohlensaéurekonzentration 


ke 
Je = — 42. SS 4 B Ap (15) 
> 
wo vy das Volumen der Modellfliissigkeit in Kubikzentimetern bedeutet, 
kceo, die GefaBkonstante fiir Kohlensiure in Ringerlésung. 
Aus (15) und (14) ergibt sich A p fiir den Fall, daB die hinzugefiigte 
Saure Kohlensaure ist 


(4pP)c = 


(13) 


4u(e, + J4e)-+ oto 
B(1l — Qo — Je) 
Aus (13) und (15) ergibt sich A p fiir den Fall, daB die hinzugefiigte 
Saure Milchsiure oder eine andere starke Saure ist 


(16) 


a.f 
(4p)m = Mea 


kco (17) 


B(l — @9 — Se) + vp (Q9 + 4e@) 

Man beachte, daB (4 p)y — im Gegensatz zu (4 p)c — von vy, und 
v,, abhaingt und immer kleiner ist als (4p)c (Ap) ist kleiner als 
(Ap)c, weil bei Zugabe von Milchsiure mit dem Steigen des Kohlen- 
siuredruckes eine Abnahme des Bicarbonatgehalts verbunden ist, 
wihrend bei Zugabe von Kohlensiure der Bicarbonatgehalt steigt. 
(A p)m hangt von v, und v, ab, weil pro Millimeter (A p)y der Bicarbonat- 
gehalt um so starker abnimmt, je gréBer v, und je kleiner v,. 

Hat man (4 p)- und (Ap)  berechnet, so dividiert man 4u durch 


4 | 

(Ap)c und (4p)q und erhalt so (5) und ( -") , die mittleren 
Ip/¢ Ap/m 

Retentionen pro Millimeter Druckzunahme, zwischen p, und py + A p. 
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5. Die Gleichungen (12), (16) und (17) gelten allgemein und er- 
lauben, die Retention fiir beliebige Substanzen') zu berechnen, deren 
Dissoziationskonstanten bekannt sind. 

Von Interesse ist die Frage, in welchem Mabe Aminosauren, in 
Serum in miabBigen Konzentrationen gelést, Kohlensiure chemisch 
binden. Ist die Konzentration der freien und gebundenen Kohlensiure 
fiir das Serum gegeben, so berechnet man zuniichst @, nach der Glei- 

_: 
pp + B 
denkt sich nun H” in physiologischen Grenzen vermehrt, etwa von 
4.10~—* auf 4,2. 10~* und berechnet nach (10a) das Ag der Kohlen- 
siure, nach (11) das Ag’ der in Betracht kommenden Aminosiure, 
nach (12) Au, nach (16) (Ap)c. 

Ist beispielsweise die Konzentration c’ der in Betracht kommenden 
Aminoséure m/j9, 80 retinieren in dem genannten Aziditatsgebiet 
Glykokoll, Alanin und Leucin nur sehr wenig. Starker retiniert Tyrosin 
und ganz erheblich Histidin. Bei der Rechnung mit Histidin ist zu 
beachten, daB hier 9’ mit wachsendem H* sinkt, die Retention also 
gleich — Au anstatt + Aw zu setzen ist. 


chung Durch @Q, ist auch H” fiir das Serum bestimmt. Man 


6. Zur Erlaiuterung des Gesagten fiihre ich einige Zahlen an. 
Tabelle I enthalt die @-Werte fiir Kohlensiure zwischen H* = 4. 10~° 
und H* = 4,5.10~ 8, berechnet nach Gleichung (10a), mit K, =7,2.10 ; 
(38°, Salzkonzentration der Ringerlésung). Daneben enthalt die 
Tabelle die 9’-Werte fiir ein Dipeptid von der Sauredissoziations- 
konstante K. = 4.10~°. 


Tabelle J. 





Kohlensaure Dipeptid 
K,=72xX10-7 K,=4xX10-* 


o a 


40.10-8 0.05263 0.5000 
41.10-8 0,05388 0,5062 
42.10-—8 0.05512 0.5122 
43.10-—8 0,05636 05181 
44.10-—8 0.05759 0,5238 
45.10-—8 0,05882 0,5294 


1) Was die mehrbasischen Séuren anbetrifft, so liegen im allgemeinen 
die Konstanten der verschiedenen Dissoziationsstufen so weit ausemander, 
da8 man fiir das physiologische Aziditatsgebiet nur eine Dissoziationsstufe 
zu beriicksichtigen hat. Um beispielsweise die Retention durch Phosphat 


H,PO , 
zu berechnen, setzt man ¢’ = Hi ahs ] 1H es und berechnet ¢’ nach 
2 4i7 -_. 


der Gleichung: ¢’ wo K, die zweite Dissoziationskonstante 


" HY + K,’ 


der Phosphorsaéure bedeutet. 


32* 
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Eine Ringerlésung, deren Bicarbonatkonzentration etwa gleich 


der von Serum ist, mit etwa 5 Vol.-Proz. Kohlensaure bei 38° gesattigt., 
enthalte Dipeptid, dessen Gesamtkonzentration c’ etwa gleich der 
Gesamtkonzentration c, der Kohlensiure sei. Beispielsweise sind die 
Anfangshedingungen 

¢ == 485. ¢ (inemm) — 500, 9 0.0526, 

H : 4. 10-5, e; = 8. kco. — 0,907. 
Durch Zugabe von Saure steige der Dissoziationsrest der Kohlensaure 
his A, = 0,00373. Dann ist H” von 4,0. 10~* auf 4,3 . 10~* gestiegen, 
o’ um 0,0181. 


Daraus folgt : 
nach (12): Ju 9,05 emm, 
nach (16): (dp) = 45,5 mm. 
nach (17): (4 p)m = 31,6 mm, 


‘au 

= 0,20 ir ), 
Gar 0,2 fir Jp 46 
(£% = 0,29 fiir Jp ~ 32. 
Ap! 


IV. Bestimmung der Retention fiir Serum. 


Der Unterschied in der Behandlung des Serums gegeniiber der 
Behandlung des Modells ist, daB wir das zu einem bestimmten A @ der | 
Kohlensiure gehérende Au nicht berechnen kénnen!'), sondern durch 
Versuche fiir jedes Serum bestimmen miissen. Ist dies geschehen, so 
werden die Kohlensiuredrucke A p, die das bestimmte Ag der Kohlen- 
siiure hervorbringen, nach (16) und (17) berechnet und aus Au und Ap 


- 4u 
die gesuchten Quotienten erhalten. 
Ap 


Die Bestimmung eines zusammengehérenden Wertepaares von 
Au und Ag kann nach drei verschiedenen Prinzipien geschehen. 


') Da es leicht ist wie jn diesem Kapitel gezeigt wird —, ein zu- 
sammengehérendes Wertepaar von 4u und 4¢ zu bestimmen, wird man 
die Bestimmung auch dann ausfiihren, wenn man die Retention durch 
Substanzen ermitteln will, deren Dissoziationskonstanten in der Literatur 


angegeben sind. Denn es gibt wenige Substanzen, deren Dissoziations- 


konstanten bei 38° und der Salzkonzentration der Ringerlésung zuverlassig 
bekannt sind. 





Manometrische Messung des Zellstotfwechsels in Serum. 


Erstes Prinzip. 

In GefaBen von der Form der Abb. 3 saéttigen wir gleiche Serum- 
mengen mit verschiedenen Kohlensiuredrucken. Ist Gleichgewicht 
eingetreten, so kippen wir aus der Ansatzbirne iiberschiissige 5proz. 
Citronensaure in den Hauptraum, wodurch die gebundene Kohlensiure 
des Serums ausgetrieben wird. Aus den beim Ansiuern auftretenden 
Drucken werden die Bicarbonatkonzentrationen des 
Serums berechnet. 

Ist bei Sattigung des Serums mit dem Kohlen- 
siuredruck p, die Bicarbonatkonzentration B, und 
bei Sattigung mit dem Kohlensduredruck p, die 
Bicarbonatkonzentration B, gefunden worden, so ist 

4u= Bb, B, 


o PB Pp 
: P,B B, PB B, 
Da auch die Anfangsbedingungen gegeben sind 


= PB : 
PB B, 
9 PAB B,. 


so kénnen nach (16) und (17) (4p) und (4 p)y berechnet werden und 


du 4 
aus Au und Ap die gesuchten Quotienten ip) und - 
¢ SP/M 


Die Methode ist ungenau, weil 4 u aus der Differenz des Bicarbonat- 
gehalts bestimmt wird, der immer groB ist gegen Au 


Zweites Prinzip. 

Zu der Bestimmung benutzen wir GefaiBe von der Form der Abb. 3 
oder noch besser von der Form der Abb. 4, an deren Langsseite man 
sich eine Birne angeschmolzen denke. 

Der Hauptraum des GefaiBes enthalt das Serum, die Birne Milch- 
saure (oder eine andere starke Saure), gelést in 0,9proz. Kochsalz- 
lésung. Die Menge der Milchsiure ist klein im Vergleich zu dem 
Bicarbonatgehalt des Serums. Der Gasraum enthalt einen bestimmten 
Prozentgehalt an Kohlensaure. 

Herrscht Gleichgewicht zwischen Gasraum und Fliissigkeit, so 
wird die Birne durch mehrmaliges Neigen des GefiBes mit dem Serum 
ausgespiilt. Der positive Druck, der hierbei auftritt, sei 4 mm. 

Bei dem Versuch ist ein Umstand zu beachten, auf den mich 
E. Negelein aufmerksam gemacht hat. Enthalt die Birne 0.9proz. 
Kochsalzlésung — ohne Saiure —, so tritt beim Einkippen in das Serum 
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ein negativer Druck auf, denn die Bicarbonatkonzentration des Serums 
nimmt beim Verdiinnen ab, die Konzentration der freien Kohlensaure 
bleibt konstant. Infolgedessen wird die Reaktion saurer und es reagiert 
Kohlensaure nach Gleichung (1). 

Um die Wirkung der Verdiinnung zu eliminieren, wird mit dem 
Ansiiuerungsversuch ein Verdiinnungsversuch verbunden, in dem 
statt der siéurehaltigen eine séurefreie Kochsalzlésung in das Serum 
eingekippt wird, wahrend alle itibrigen Bedingungen in beiden Ver- 
suchen gleich sind. Betrigt die Druckinderung beim Ansiuern h mm. 
beim Verdiinnen ohne Ansiuern h’ mm,.so ist h — h’ = H die Druck- 
anderung, die die Saéure hervorbringt. Man bestimmt so Au und Ag 
fiir das verdiinnte Serum und hat fiir die Anfangsbedingungen p, und B, 
in den folgenden Gleichungen die nach dem Verdiinnen herrschende 
Bicarbonatkonzentration') und den nach dem Verdiinnen herrschenden 
Kohlensauredruck einzusetzen. 

Sind bei dem Ansiuerungsversuch mcmm Milchsiure in v,ccm 
Serum eingekippt und ist H gemessen worden, so ist 


m - Hkeo, 


Ju (18) 
Ur 
(Po + A)B Pob 
4 19 
o Hkco. prop + Be (19) 


(Po + A)B By Up 


wo p, den Anfangsdruck der Kohlensiure und B, die Anfangskonzen- 
tration des Bicarbonats bedeutet. Durch p, und By sind auch @, und ¢, 
gegeben. 


oe = PoP : 
‘ PoB + By 
Co = PoB + By 
so dab wir nach (16) und (17) (4 p)e und (4p), und aus Au und Ap 


du Mu 
die gesuchten 1otienten -) und ) berechnen kénnen. 
m (pc (3p M 
Die Methode ist weit einfacher und ‘genauer als die erste Methode. 


Sie hat sich in vielen Versuchen bewahrt und liefert, geeignet an- 


SP ie: 4 
gewendet, q mit einer Genauigkeit von einigen Prozenten. 
P 


Beispiel. Die Anfangsbedingungen waren 
By = 455, py = 470, Cg = 481, oo = 0,0528. 


Ansiiuerung von lecm Serum mit 33,5emm Milchsaéure, gelést 
in 0,l cem 0,9proz. Kochsalzlésung. 


‘) By, bestimmen wir mit den GefaéBen nach Abb. 3. 
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Ansauerungsversuch Verdiinnungskontrolle 


v lle 18.8 Up 1,1 v, 18,9 


F ot &G 
ena l a Serum nie l bray Serum 
Birne: 0,1 cem Séurelésung Birne: 0,1 cem Kochsalzlésung 

h nach Einkippen h' nach Einkippen 
13.1 mm 3 mm 
H _> 16,1 mm. 
Folglich : 
nach (18): du = 5,45 cmm, 
nach (19): 49 = 0,0047, 
nach (16): (dp)c = 50,2 mm, 
und fee = 0,108 fir Jp ~ 50mm. 
Aap eS 
(A p)m hangt von der GréBe des GefaiBes, in dem wir die Milchsiure 

entwickeln, und von dem Volumen des Serums ab. Wir berechnen (4 p), 

fir die Bedingungen v,; = 8, kco, = 0,91 und die Bedingungen 

vy = 1,1, Keo, = 171. 

Fiir v, 8, keo 0,91 wird 
nach (17) (dp)m = 39,3 mm, 
du 
(4 Pp PR 


Fir v, Ll. keo, = 171 wird 


= 0,138 fiir dvw~ 39. 


nach (17) (4 p)q = 16,1 mm, 

4Mu 

(3 Pp 

ein Resultat, das man fiir vy, = 1,1, keg, = 1,71 die Bedingungen 

des Ansiéuerungsversuchs — auch direkter aus dem Ansiuerungsversuch 
erhalt, indem man Aw durch H dividiert. 


) = 0,338 fir dp ~ 16 
M 


Drittes Prinzip. 

Der oben beschriebene Verdiinnungsversuch, dort zur Korrektion 
des Anséuerungsversuchs benutzt, kann als solcher zur Berechnung 
von 4u und Ag dienen. Verdiinnt man v,ccem Serum mit e cem Koch- 
salzlésung und andert sich dabei der Kohlenséiuredruck um A mm, so ist 

hkeo, 
du = = (20) 
Or e€ 
(p, + &)B . 
, " (21) 
gp _hkeo, Pp + B, 
° 


0 + Uy -~ & 


do 


. 
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Wo py der Kohlensauredruck vor dem Verdiinnen und B, die Bicarbonat- 
konzentration vor dem Verdiinnen ist. Durch py und B, sind auch 9, 
und ¢, gegeben, so daB wir nach (16) und (17) (Ap)c und (Ap)y und 


‘A 4 
daraus die gesuchten Quotienten ( A = und ( - ») berechnen kénnen. 
Cc : M 


In diesem Falle gelten die Quotienten fiir das unverdiinnte Serum. 

Die Verdiinnungsmethode ist der Ansiéuerungsmethode gleich- 
wertig. Verdiinnt man 3 ccm Serum, das mit 5 Vol.-Proz. Kohlensaure 
gesittigt ist, mit 0,3cem Kochsalzlésung, so erhilt man bei key 
= 1 einen Ausschlag von etwa 12 mm. 


Vv. Anwendungen. 

Will man den Stoffwechsel tierischer Zellen und Gewebe im Serum 
manometrisch messen, so ist die erste Frage, ob zell/reies Serum, bei 38° 
mit Sauerstoff oder Stickstoff geschiittelt, Gas entwickelt oder ab- 
sorbiert. Unter physiologischen Aziditatsverhaltnissen ist das nicht 
der Fall, wie ich durch eine groBe Anzahl von Kontrollen festgestellt 
habe. Wenn also Serum wirklich oxydierende oder spaltende Fermente 
enthalt — die Spaltungsprodukte wiirden Kohlensiure aus dem Bi- 
carbonat des Serums austreiben —, so ist deren Wirkung zu vernach- 
lassigen. 

Bringen wir Zellen oder Gewebe in Serum und messen den Stoff- 
wechsel manometrisch, so sind mit Hinblick auf die Berechnung drei 
praktisch wichtige Falle zu unterscheiden: 

1. Die Zellen glykolysieren, aber atmen nicht. 

2. Die Zellen atmen, aber glykolysieren nicht. 


3. Die Zellen atmen und glykolysieren. 


1. Glykolyse ohne Atmung. 

Der érste Fall ist gegeben, wenn wir unter anaeroben Bedingungen 
arbeiten. Als Versuchsmaterial kommen alle tierischen Zellen in Betracht, 
da alle tierischen Zellen unter anaeroben Bedingungen glykolysieren. 

Zur Messung benutzen wir GefaB II der Abb. 4, dessen Gesamt- 
volumen etwa 13 ccm betragt. Wir fiillen 3 ccm Serum ein und sattigen 
nach Hineingabe der Zellen oder des Gewebeschnitts mit 5 Vol.-Proz. 
Kohlensaure in Stickstoff. 

Betrigt die Druckzunahme hoo, mm, so ist die gebildete Milch- 
siiure in Kubikmillitaetern ; 


h_ = hoo, kn . 
km = kook" + 3( 


dau 
aan 
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Die Bedingung hog, = Ap ist hier, da hog, am Manometer direkt 
abgelesen wird, durch passende Wahl der Zellmenge und der Versuchs- 
zeit leicht zu erfiillen. A p (und he.) soll nicht kleiner sein als 15 mm 
wegen der Ablesungsfehler — und nicht gréBer als 40 bis 50mm, 
damit die Bicarbonatkonzentration und die Wasserstoffionenkonzen- 
tration sich wihrend des Versuchs nicht zu sehr andern. Dies gilt fiir 
diesen Fall, wie auch fiir die beiden folgenden. 


> 


2. Atmung ohne Glykolyse. 


Der zweite Fall ist gegeben, wenn wir unter seroben Bedingungen 
mit Zellen arbeiten, die aerob nicht glykolysieren. Solche Zellen sind 
die meisten normalen tierischen Zellen. 


Zur Messung benutzen wir zwei Gefabe von der Form der Abb. 4, 
von denen jedes ein Gesamtvolumen von etwa 13 ccm besitzt. In 
GefaB I fillen wir 8 ccm, in GefiB Il 3ccm Serum und sittigen nach 
Hineingabe der Zellen oder des Gewebeschnitts mit 5 Vol.-Proz. Kohlen- 
siure in Sauerstoff. 


Dann stehen uns zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs x,, 
und der Kohlens&urebildung z¢,, sechs Gleichungen zur Verfiiguny. 





GefaB I vp GefaB I op 3 


“o, *O, 
“CO, $0; ° “co, 
H h 


Hier bedeuten H und h die auf gleiche Zellgewichte bezogenen 
Manometerausschlige, Ho, Heo, und ho. heo, die Anderungen des 
Sauerstoff- und Kohlenséuredrucks und 


, ~Ringer . du 
Kco, = KE t 8 ( ie) 
. Cc 


a (Fu 
’ (3 “1 


7 Ringer 
kco, ko, 


(a) bis (f), nach x, und xeo, aufgelést, ergeben: 

hkco, — HKceo, 
kco, Kco, 
ko, Ko, 

hko, — HKo, 

ko, Ko, 

kco, Keo. 


ar, ), 


*co, 
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Beispiel: Bestimmung der Atmung von Rattenhoden in inakti- 
viertem Pferdeserum. 





GetaB I GefaB I 


UE Ss v, 5.39 ty, 3 %, 10,69 
Ko, 0,494 ko, 0,947 
K Ringer. 0.907 Ringer _ 1.10 
du * du bd 
(Zs)e™ 0,123 tir Jp ~ 0 bis 15 mm (Zee 0,123 fiir Jp ~ 0 bis 15mm 
Keo, 1,89 kco, 1,47 


Trockengewicht des Hodens 2,62 mg Trockengewicht des Hodens 2,18 mz 





H h 
nach 30’ 21 5 
nach 60° 42,5 10 
fir 60’ u. 2,62 mg: 12 
Zo. — 27,1 emm 
Xco, + 24.6 cmm. 


Fehler: Berechnen wir x, und x¢, fiir dieselben H- und h-Werte, 


" : . Au ot 
aber fiir verschiedene Werte von —., so erhalten wir die in Tabelle II 
P 
verzeichneten Zahlen. 


Tabelle II. 





Ju -S : 

(Fie KP SP 0, | *o, 
0 0,907 1,10 — 36.3 + 30.0 
0,10 1,71 1,40 — 27,7 + 24.6 
0,123 1.89 1,47 — 27,1 + 24.6 
0.15 2,15 1,55 — 26,3 + 25.0 
0.20 2.51 1,70 — 25.6 + 26.6 


, ° ° , ‘. u 
Aus der Tabelle [1 ergibt sich, daB selbst groBe Anderungen in z 
die Werte von x, und x, nur wenig beeinflussen. Lassen wir beispiels- 
_ Aw m ; 
weise 7Z von 0,10 auf 0,15 wachsen, so aindert sich x, nur um 5 Proz., 
P ; 


%c¢o, nur um 1,6 Proz. 


, Dieses zunachst merkwiirdige und fiir die Messungen sehr giinstige 
Resultat hat zwei Ursachen. Erstens macht sich ein bestimmter 


ae S : 
prozentischer Fehler in r nicht als solcher, sondern nur zu einem 
P 


Bruchteil in Keo, und ko o, geltend. Zweitens — und das ist der wesent- 


on 1S 





Manometrische Messung des Zellstoffwechsels in Serum. 497 


liche Punkt — kompensieren sich die Fehler in Keg, und ko, zu einem 
groBen Teile bei der Berechnung von zp, und x¢q, in den Gleichungen 
(22) und (23). Diese Umstande bewirken, da®8B wir uns bei der Be- 
. ee a 
stimmung von a mit einer Genauigkeit von 20 Proz. begniigen kénnen. 
p 


= we ¥ : . Ae 
Viel kleiner. naémlich héchstens 5 Proz., ist der Fehler in Ps wenn 
Ap 


_ Au ' ! 
wir nach der Anséiuerungsmethode fiir ein bestimmtes A p messen 
P 
Zu diesen 5 Proz. kommt ein Fehler hinzu, der davon abhangt, wie 


; . au. 
weit wir Heo, und heg,, dem Wert von A>, fiir den ‘ gilt, nihern 
: : p 


kénnen 

Die ungefabre Lage von Hyg, und heo, ethalten wir durch folgende 
Uberlegung: Im GefaB I wird der gréBere Teil der Atmungskohlensiure 
durch das Serum absorbiert. Der abgelesene Druck H ist also nahezu 
gleich H,, und der Sauerstoffverbrauch x, nahezu gleich Ho, . Ko,. 
Setzen wir nun weiterhin angenahert z¢o, = — %o,, 80 ist 
H Ko, 

Se 

KOO. 
H Ko, 
bem 


; 1 /H Ko, H Ko, 

Die Messungen beginnen, wenn > | KSerum 

= \“co, ; 

gleich Ap geworden ist. In diesem Druckgebiet macht man mehrere 
Ablesungen von H und h, erhalt dann durch Einsetzen in (22) und (23) 


mehrere Wertepaare 2, und 2, und wahit unter ihnen dasjenige 


Heo, ~ 


hco, ~ 


[Serum ungefahr 
co, 


aus, fiir das 
l / %co, ®CO, 
» * Serum Serum 
- Ke. Ke. 
Ap am nachsten komt. 
Durch dieses Verfahren erreicht man leicht eine Annaherung an 
* . ey ee . <P 
das gewiinschte Jp auf etwa 30 Proz., oder in eine Genauigkeit 


ap 


von etwa 10 Proz., die nach dem oben Gesagten gréBer ist, als not- 
wendig!). 


; ° oi ; 
') Fiir kleine Werte um hcg, ist d wahrend des Druckanstiegs 
- ) 
konstant. Dann sind die auf die Zeiteinheit reduzierten Manometeraus- 
schlage unabhangig von der Versuchszeit, wie in dem angefiihrten Versuch 
mit Rattenhoden. 
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3. Atmung und Glykolyse. 


Der dritte Fall ist gegeben, wenn wir unter aeroben Bedingungen 
mit Zellen arbeiten, die aerob glykolysieren. Solche Zellen sind Tumor- 
zellen. Sie verbrauchen Sauerstoff (x) und bilden sowohl Atmungs- 
kohlensaure (%co,) als auch Milchsaure (%). Die Summe der ge- 
bildeten Saure x.) + 2 bezeichnen wir mit x, und stellen uns die 
Aufgabe, x, und x, mit Hilfe der beiden in Abb. 4 abgebildeten Gefabe 
in Serum zu messen. 

















Wir unterscheiden die beiden Grenzfille %co, = 9 und xy = 0 
und haben dann die Gleichungen 





zCo, = 0. 
GefaB ley — 8 Gefi8 Nirp = 3 
to, ~ Ho, - Ko, Zo, = Ao, - Bo, 
*,~ Heo, - Ky ts Ico, - km 
H Ho, co h m * "co, 
worin Ringer du 
Kyu = Keo S 
M CO, (au 
Ringer a (Fu 
ln = Ue 3 
M CO, (Ap) 
Aufgelést nach xp, und x,y: 
hk HK 
he M Am 24) 
km Km 
ko, Ko, 
hko, H Ko, (25) 
; ko, Ko, 


ky , Ky 





M“ 
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zM 0. 





GefaB I ry GefaB Il wv, 


Ho, - Ko, ho, -* 
Heo, - Keo a h 
h 


“O 
-koo 


‘oo, 7 heo 


co, 
oO, T Heo 


Ye 
tp 


worin es K Ringer 
Ringer ‘ Ju 

keo kco + (0), 

Aufgelést nach xo, und xx: 

hkceo HKeo 
keo, Keo, 
ko, Ko, 
hko, —~ HKy 
ko, Ko, 
keo. Kco, 


tO (wie 22) 


Beispiel: In jedem der beiden GefaiBe (Abb. 4) befindet sich ein 
Gewebeschnitt, in GefiB I 8cem Serum, in GefiB IT 3ccm Serum. 
Die Gewichte der Gewebeschnitte sind gleich. 

Die Anfangsbedingungen sind: 

Co = 481. OQ, = 0,0528. 
Fiir dieselben Anfangsbedingungen ist nach der Ansiuerungs- 


methode gefunden: 


= 5,45, do = 0,0047. 


Die Abmessungen und GefaBkonstanten sind: 





GefaB I GefaB II 


8 v, — 5,39 v, 
0,494 ko. 
- “Ringer 
0.90 bee 
Ju) 
nd 
1a Koo, 1,35 
0,138 fiir Sp ww 40 4 
JIp/M 
2,01 ky 1.54 


0,108 0,108 


0,167 fir Jp nm 30 


Ist nach einer bestimmten Zeit x, — 12, z, 48, so sind 
die Drucke: 








500 O. Warburg: 


Fiir zco, = 0. 








GefaB 1 Gefa8 II 
Ho, — 24.5 ho, — 13,5 
Hoo, = +238 hco, = +312 
H — 0,7 kh +177 

Fiir 2M 0 

GefaB I GefaB II 
Ho, — 24.5 ho, » en 
co, + 27,2 heo, + 35,5 
H 27 h— +220 


Berechnet man nun xo, und xx, falls r¢9, = 0, mit Keo, wd koo 
nach (22) und (23), statt mit Ay und ky nach (24) und (25), so erhalt 
man: 


*O; 12,0 statt — 12,0 (Fehler —), 
Ty | 42.3 statt + 48,0 (Fehler — 13 Proz.). 


Berechnet man xo, und x,, falls zy = 0, mit Ky und ky nach (24) 
und (25), statt mit Keo, und keg, nach (22) und (23), so erhalt man: 


%, = — 12,2 statt — 12,0 (Fehler —), 
ry = + 54,8 statt + 48,0 (Fehler + 13 Proz.). 


Das Resultat ist also, daB es fiir die Berechnung von ro, fast gleich- 
giiltig ist, ob man mit Ky und ky oder Keo, und keo, rechnet und 
daB auch x, in den extremen von uns gewahlten Fallen durch eine Ver- 
tauschung der Kohlensiure- und Milchsiurekonstanten nur wenig 
beeinfluBt wird. In praxi hat man es immer mit Fallen zu tun, in denen 
die gebildete Saure x, entweder vorwiegend Kohlensiure ist (normale 
Zellen) oder vorwiegend Milchséure (Tumoren), und ist auch nach den 
Manometerausschlagen niemals im Zweifel, welcher der beiden Fille 
vorliegt. Ein groBer negativer Druck in GefiB I bei kleiner Druck- 
anderung in Gefi6 Il zeigt stéts an, daB die Atmung tiberwiegt, ein 
‘groBer positiver Druck in Gefai® II, daB® die Glykolyse iiberwiegt. Im 
ersten Falle rechnet man mit den Gleichungen (22) und (23), im zweiten 
Falle mit den Gleichungen (24) und (25) und wird dann zp, und x, 
immer mit einer Genauigkeit von etwa 5 Proz. erhalten. ; 


Was die Bedingung anbetrifft, daB Heo, und heo, ~ Ap sein 
sollen, so ist fiir den Fall, daB die Atmung iiberwiegt, das Notwendige 
schon in Ziffer 2 dieses Kapitels gesagt. Uberwiegt die Glykolyse, so 
ist es das h des GefaBes IT, das die ungefahre GréBe von hog, (und Heo,) 





a 
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anzeigt. Man wartet, bis A etwa gleich ?/, 4 p geworden ist, macht dann 
die erste Ablesung und verfahrt weiterhin nach der in Ziffer 2 erlauterten 
Naherungsmethode. 


4. Zusammenfassung. 


Nach den in diesem Kapitel beschriebenen Methoden werden die- 
selben StoffwechselgréBen gemessen, wie nach den friiher fiir Ringer- 
lésung beschriebenen Methoden'), nimlich: Unter anaeroben Be- 
dingungen die Milchsdurebildung, unter aeroben Bedingungen der 
Sauerstoffverbrauch und die gesamte gebildete freie Saure, Kohlen- 
siure + Milchsiure. 

Um aus der Gesamtsiurebildung die Milchsiurebildung zu _ be- 
rechnen, machen wir hier wie dort die willkiirliche und oft unrichtige 
Annahme, dab 

"COs “O.: (26) 
woraus dann folgt : : 


mM ry + X,- 


In allen Fallen, in denen die Glykolyse groB ist gegen die Atmung 
(Tumoren), bedingt die Annahme (26) keinen erheblichen Fehler. Ist 
aber die Glykolyse klein gegen die Atmung, so wird der durch (26) 
bedingte Fehler groB und die von E. Negelein beschriebene Methode*) 
zur Messung der Glykolyse ist vorzuziehen. Diese Methode liefert die 
Glykolyse, ohne daB eine Annahme iiber die Kohlensiurebildung 
gemacht werden muB, liefert aber nicht den Sauerstoffverbrauch, so 
daB man — je nach der Fragestellung — die eine oder andere Methode 
benutzen oder beide Methoden zusammen anwenden wird. 


5. Stoffwechselquotienten. 
Arbeiten wir mit Ringerlésung, so reagiert die von dem Gewebe 
entwickelte Milchsiure (HM) quantitativ mit dem Bicarbonat nach 
der Gleichung 


HM HCO; = M + H,CO,. 


Fiir jedes Molekiil Milchsiure erscheint ein Molekiil freier Kohlen- 
saure, und wir kénnen die Glykolyse durch die entwickelte freie Kohlen- 
siure ausdriicken (Q8d, und Q,)- 

Arbeiten wir mit Serum, so ist diese Ausdrucksweise nicht mehr 
zulassig, da wegen der Nebenreaktion 

HM. S§ M + HS (wie 2) 


die ausgetriebene Kohlensiure der gebildeten Milchsaure nicht aqui- 
valent ist. 


') Diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
*) E. Negelein, Versuche iiber Glykolyse, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Wir andern deshalb die Bezeichnung unserer Stoffwechselq uotienten, 
so daB sie sowohl fiir Ringerlésung als auch fiir Serum gelten, und fiihren 
fiir die Gesamtsaurebildung den Quotienten Q,., fiir die Milchsaure- 
bildung den Quotienten Qy ein. Qo, wird gebraucht wie bisher, Qco, 
nur fiir neugebildete, nicht mehr fiir ausgetriebene Kohlensiure. Wir 
bleiben dabei, wie den Sauerstoffverbrauch und die Kohlensaure- 
bildung, so auch die Milchsiurebildung in Kubikmillimeter Gas aus- 
zudriicken (1 Milligrammatom Siaurewasserstoff = 22400 cmm). 

Entwickeln also mmg Gewebe (Trockengewicht) in ¢ Stunden 
xemm Sauerstoff oder Kohlensiure oder Milchséiure, so haben wir 
die Quotienten 


“oO, 
Vo = r 
" m.t 
“CO. 
Vco, . 
P m.t 
<M 
Yu = 
m.t 
tM +t 2Co, 
Q. -= 


m.t 

Hierbei unterscheiden wir die aerobe und die anaerobe Milch- 

: . N, 

siurebildung als QQ? und Q¥:. 

Wollen wir aus unseren vier Quotienten den prozentischen Stoff- 
umsatz berechnen, so miissen wir Sauerstoff, Kohlenséiure und Milch- 
siure in Milligrammen ausdriicken. Wir erhalten dann fiir den prozen- 
tischen Stoffumsatz, dessen Dimension 1/Zeit ist: 

32 


Sauerstoffverbrauch: Qo, - 29.400" 


100 = Qo, . 1,48 . 10-3. 100 


Kohlensaurebildung: Qco, - 100 = Qco, - 1,96.10-3. 100 


22400 


90 
Milchsaurebildung : Qe - 22400 100 == Qm 4.02 . 10-3. 100. 


VI. Bemerkung iiber die Messung der Atmungskohlensiure. 


“co, unserer Gleichungen ist die freie Kohlensaure, die von den 
Zellen an das Serum abgegeben wird, eine GréBe, die nicht in allen Fallen 
gleich der Atmungskohlensaure ist. Verbrennt beispielsweise milchsaures 
Natron, so werden pro Molekiil Milchsiure 2 Molekiile freie Kohlensaure 
und 1 Molekiil Bicarbonat von den Zellen gebildet und an das Serum 
abgegeben. x@o, ist gleich *#/, der Atmungskohlensiure. Verbrennt 
Eiwei8, so erscheint gleichfalls nur ein Teil der Atmungskohlensiure 
als freie Kohlensiure, der Rest als Ammoniumbikarbonat. 
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Die Atmungskohlensaure kann bei Stoffwechselversuchen in vitro 
gemessen werden, wenn man mit Fliissigkeiten arbeitet, die wenig 
chemisch gebundene Kohlensiure enthalten, z. B. mit Phosphat- 
lésungen. Man bestimmt dann die Zunahme der freien Kohiensiure 
durch einen Doppelversuch — mit und ohne Kalilauge im Einsatz') —, 
die Zunahme der gebundenen Kohlensiure durch Ubersittigen mit 
einer starken Siure. Die Summe beider Zunahmen ist die Atmungs- 
kohlensiaure. 

Doch existiert bis jetzt kein Verfahren zur Messung der Atmungs- 
kohlensiure, wenn man mit Fliissigkeiten vom Bicarbonatgehalt des 
Serums arbeitet, d. h. unter Bedingungen, die fiir die Zellen héherer 
Tiere die physiologischen sind. Wegen der hohen physiologischen 
Bicarbonatkonzentration ist es schwierig, die Zunahme der gebundenen 
Kohlensaure hinreichend genau zu messen, und es ist fraglich, ob sich 
diese Schwierigkeit durch ein Ditferentialverfahren iiberwinden laBt. 


') Vgl. diese Zeitschr. 118, 257, 1921; 146, 380, 1924. 
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Berichtigung 


zu dem Beitrag ,,Uber die Botelhosche Reaktion, von Franz Faludi* 
diese Zeitschr. 162, 116, 1925: 

Seite 121, Zeile 11, statt: g = c, + a, muB es heiBen: y = c, + 2a. 

Seite 121, Zeile 13, statt: als c, muB es heiBen: als ¢,. 

Seite 121, Zeile 5 von unten, nach dem Worte: Koagulator ist 
beizufiigen: rasch 


Seite 124, Tabelle VII, ist die letzte vertikale Rubrik verschoben. 


Die richtige Tabelle ist folgende: 








Tabelle VII. 
Botelho 
Diagnose Zahl der Fille 

Inanitionszustande: Uleus und Oesophagus- 

stenose . ‘Ce? fie. . Se ee oe 3 3 - 
Hydramie: Herzfehler, Nephritis, Nephrosis . 16 4 2 
Chronische infektiése Erkrankungen: 

Lungentuberkulose mit Fieber; Koch ++ . 30 15 15 

Malaria ohne Kachexie . a" ‘ 4 l 3 

Malaria mit Kachexie . 3 3 - 

Peritonitis tbe. Ascites = 2 l ] 
Akute infektidse Erkrankungen: 

Typbus abdominalis. . . ie 3 l 2 

Schwere Bronchitis und Bronc shiolitis ; 3 _ 3 

Lobare und lobulare Pneumonie 2 l l 
Lebererkrankungen: 

Cirrhosis hepatis ,Laennec* , 8 7 l 

Cirrhosis biliaris ,Hannot* . . 2 2 — 
Lues: Wassermann edd und +4 ods 23 l 22 
Nervenkrankheiten: Multiple Sclerose . 4 - 4 
Benigne Hautgeschwiilste: Epithelioma 15 2 13 
Neurosen: Neurosis ventriculi und cordis 27 — 27 
<a aad 4 bis § Monat . 6 2 4 
Gesund . . s ‘ 34 _- 34 
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